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resumo 
 
 
Espécies de Aeromonas são reconhecidas como agentes etiológicos de amplo 
espetro de doenças em humanos e animais. São muito comuns em águas de 
consumo e em diferentes tipos de alimentos, especialmente frutos do mar. A 
resistência de Aeromonas spp. aos antibióticos vulgarmente usados, é um 
assunto de preocupação, devido à natureza ubíqua desses organismos. A 
resistência a antibióticos em Aeromonas está relacionada com vários 
mecanismos, ao passo que, a resistência codificada cromossomicamente por 
β-lactâmicos é particularmente relevante devido à ampla utilização destes 
antibióticos. A expressão coordenada de β-lactamases induzidas 
cromossomicamente é considerada o mecanismo principal de resistência a β-
lactâmicos, em Aeromonas sp. No entanto, os mecanismos precisos da sua 
regulamentação ainda não estão claros. 
O objetivo deste estudo é a elaboração de uma biblioteca de mutantes para A. 
hydrophila, com o intuito de identificar novos determinantes genéticos que 
possam estar envolvidos na regulação do mecanismo de resistência a 
antibióticos β-lactâmicos, podendo constituir novos alvos de aplicação 
terapêutica. 
Os mutantes obtidos foram testados para a suscetibilidade aumentada ou 
diminuída à ampicilina, cefotaxima e imipenemo. O perfil de sensibilidade foi 
medido por microdiluição. Uma vez que, foi demonstrado que as células em 
biofilmes são geralmente mais resistentes à quimioterapia do que as células 
planctónicas, os mutantes também foram avaliados quanto à sua capacidade 
de formar biofilmes num ensaio em placa de microtitulação utilizando 
coloração com violeta de cristal. 
Esta abordagem permitiu a identificação de 17 mutantes que apresentam 
fenótipos de resistência alterados: 5 mutantes mostraram aumentar a 
suscetibilidade ao IMP, 11 apresentaram diminuição da suscetibilidade à CTX 
e 1 mutante, quando comparado com a estirpe parental, mostrou aumento da 
suscetibilidade ao IMP e diminuição da suscetibilidade à CTX. Além disso, 
todos os 17 mutantes apresentaram também alterações reprodutíveis na sua 
capacidade de formação de biofilme. 
Por sequenciação da região que flanqueia o transposão de 4 mutantes, foram 
identificados os genes seguintes que codificam proteínas envolvidas na 
resistência a β-lactâmicos: uma proteína reguladora da transcrição, uma 
ATPase, uma GDP-manose 4,6-desidratase e uma proteína hipotética com 
função desconhecida. 
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abstract 
 
Aeromonas species are recognized as etiological agents of a wide spectrum 
of diseases in humans and animals. They are very common in drinking 
waters and in different types of foods, particularly seafood. Resistance of 
Aeromonas spp. to commonly used antibiotics is a matter of concern due to 
the ubiquitous nature of these organisms. Antibiotic resistance in 
Aeromonas is related to several in which the chromosomally encoded 
resistance to β-lactams is particularly relevant due to the wide use of these 
antibiotics. The coordinated expression of chromosomally inducible β-
lactamases is considered a main mechanism of resistance to β-lactams in 
Aeromonas sp. Nevertheless, the precise mechanisms of its regulation are 
still unclear.  
The objective of this study is to develop a library of mutants of A. hydrophila, 
in order to identify new genetic determinants that could be involved in 
regulation mechanism of resistance to β-lactam antibiotics, and may 
constitute novel targets for therapeutic application. 
The mutants obtained were screened for either increased or decreased 
susceptibility to ampicillin, cefotaxime and imipenem. The susceptibility 
profile was measured by broth dilution. Since it has been shown that cells in 
biofilms are generally more resistant to antimicrobial chemotherapies than 
planktonic cells, the mutants were also evaluated for their ability to form 
biofilms in a microtitre plate assay using crystal violet staining. 
This approach allowed the identification of 17 mutants presenting altered 
resistance phenotypes: 5 mutants revealed to increase the susceptibility to 
imipenem, 11 showed reduction of the susceptibility to cefotaxime and 1 
mutant, when compared with the parental lineage, showed an increase of 
susceptibility to imipenem and a decrease of susceptibility to cefotaxime. 
Futhermore, all the 17 mutants also presented reproducible alterations in 
their capability of biofilm formation. 
By sequencing the transposon flanking region of 4 mutants, the following 
genes encoding proteins involved in the resistance to β-lactams were 
identified: a transcriptional regulatory protein, an ATPase, a GDP-mannose 
4,6-dehydratase and a hypothetical protein with unknown function. 
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1. O género Aeromonas 
1.1 Descrição do género e sua taxonomia 
As Aeromonas são bactérias Gram-negativas, em forma de bastonete, anaeróbias 
facultativas, oxidase e catalase positivas, não formadoras de esporos e autóctones 
(Igbinosa et al., 2012; Kivanc, 2011). As Aeromonas são microrganismos amplamente 
distribuídos em ambientes aquáticos com uma notável relevância ecológica devido à sua 
ampla distribuição e abundância, estando disseminadas em habitats como solo, ou a 
água; entre os tipos de águas podemos encontrar estes organismos em águas salobras e 
doces, cloradas e não cloradas, estuarinas, do mar ou interiores (subterrâneas ou 
superficiais) águas de irrigação, e em alguns países, em água mineral engarrafada 
(Kivanc, 2011). Vários estudos sobre a taxonomia e nomenclatura de Aeromonas foram 
realizados ao longo dos anos e embora inicialmente posicionadas na família 
Vibrionaceae, mas estudos filogenéticos demonstraram que o género Aeromonas não 
está intimamente relacionado com vibrios. Face a estes resultados foi estabelecida a 
família Aeromonadaceae que acomodou o género Aeromonas (Abbott et al., 2003; 
Colwell, 1986). 
A correta identificação de Aeromonas spp. tem ganho especial importância, dado o 
crescente envolvimento destes microrganismos em processos infeciosos em animais 
aquáticos e terrestres (Janda and Abbott, 2010). Nos últimos anos, têm sido 
frequentemente associados a um amplo espetro de doenças infeciosas em humanos 
(Janda and Abbott, 2010). As infeções causadas em humanos são devidas à exposição a 
águas, animais ou alimentos contaminados, sendo por isso responsáveis por doenças 
gastrointestinais, infeções de pele nomeadamente em feridas, infeções do trato 
respiratório e em alguns casos a septicémia hemorrágica fatal. A prevalência e a 
distribuição de Aeromonas em ambientes aquáticos, o seu papel como um possível 
contaminante dos sistemas de abastecimento de água potável e elevado potencial 
patogénico mediado por Aeromonas mesófilas levaram a que tenham sido consideradas 
por alguns autores, uma preocupação a nível da saúde pública (Dumontet et al., 2000; 
Gavriel, 1998; Kivanc, 2011). Atualmente, espécies de Aeromonas têm a capacidade 
inerente de crescer em sistemas de distribuição de água, especialmente em biofilmes 
(Chauret et al., 2001). Em 1968, Von Graevenitz Mensch reconheceu as Aeromonas 
como agentes patogénicos humanos e sugeriu que algumas estirpes poderiam estar 
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associadas a doenças gastrointestinais, através da avaliação de 30 casos de infeção ou 
colonização de Aeromonas (Daskalov, 2006). Algumas espécies são comummente 
isoladas de amostras de fezes de crianças com idade inferior a cinco anos, enquanto 
que, em populações adultas, o seu isolamento a partir de outros locais do corpo é 
geralmente mais frequente. (Igbinosa et al., 2012). 
Em meados dos anos 70, as Aeromonas foram divididas em dois grandes grupos com 
base nas propriedades fisiológicas e variedade de hospedeiros. As estirpes móveis que 
apresentavam uma temperatura ótima de crescimento de 35-37 °C (mesófilas) e eram 
responsáveis por uma variedade de infeções em humanos foram descritas como 
Aeromonas hydrophila (Janda and Duffey, 1988). As estirpes imóveis que cresciam a 22-
28 °C (psicotróficas) e causavam infeções principalmente em peixes tais como 
salmonídeos, foram designadas por Aeromonas salmonicida (Janda and Duffey, 1988). 
Os marcadores fenotípicos para a realização da sua diferenciação incluíam a 
temperatura ótima de crescimento, mobilidade e a produção de indol (Martin-Carnahan, 
2005) 
Este género produz diversos tipos de enzimas hidrolíticas extracelulares e crescem 
de forma otimizada em faixas de temperatura entre 22 °C e 35 °C, mas algumas espécies 
podem também crescer entre 0-45 °C (Ghenghesh et al., 2008). Todas as espécies de 
Aeromonas resistem a gamas de pH 4,5-9, mas a gama de pH ótimo é de 5,5 a 9 e a uma 
gama de concentrações de cloreto de sódio é de 0 a 4% (Isonhood and Drake, 2002). 
Enquanto que a taxonomia de estirpes psicotróficas se tem mantido relativamente 
estável, o número de espécies mesofílicas tem aumentado, à A. hydrophila juntaram-se 
a A. sobria e A. caviae (Popoff, 1981). Com base em estudos anteriormente realizados 
juntamente com uma série de trabalhos que se seguiram usando técnicas de hibridação 
DNA-DNA foram definidos 12 grupos designados por HG ("hybridization groups") 
(Popoff, 1981). Atualmente, o número de espécies descritas aumentou de 4 para 16 e 
por isso estão definidos 17 grupos de hibridação (Martin-Carnahan, 2005). 
De acordo com a última edição do Manual de Sistemática Bacteriológica de Bergey, o 
género compreende as seguintes espécies: A. hydrophila, A. bestiarum, A. salmonicida, 
A. caviae, A. media, A. eucrenophila, A. sobria, A. veronii (biovares sobria e veronii), A. 
jandaei, A. schubertii, A. trota, A. allosaccharophila, A. encheleia, A. popoffii, A. 
enteropelogenes, A. ichthiosmia, A. punctata e os dois grupos de homologia de DNA, 
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Aeromonas sp. HG11 e Aeromonas sp. HG13 que permanecem sem nome (Martin-
Carnahan, 2005; Saavedra et al., 2006). Recentemente, novas espécies foram descritas: 
A. simiae, A. molluscorum, A. bivalvium, A. tecta, A. aquariorum, A. culicicola, A. diversa, 
A. fluvialis, A. piscicola, A. rivulli, A. sanarellii, A. sharmana e A. taiwanensis (Alperi et al., 
2010a; Alperi et al., 2010b; Beaz-Hidalgo et al., 2009; Demarta et al., 2008; Figueras et 
al., 2011; Harf-Monteil et al., 2004; Martinez-Murcia et al., 2008; Minana-Galbis et al., 
2004, 2007; Minana-Galbis et al., 2010; Pidiyar et al., 2002; Saha and Chakrabarti, 2006). 
 
1.2 Aeromonas hydrophila 
Aeromonas hydrophila encontra-se no grupo de espécies móveis e mesofílicas, como 
já foi referido anteriormente, associadas a patologias em humanos. É a única espécie 
que causa patologias em populações de peixes e em humanos, sendo caracterizada 
como um agente patogénico oportunista (Seshadri et al., 2006). 
Aeromonas hydrophila subsp. hydrophila ATCC 7966T é a estirpe tipo da espécie A. 
hydrophila e encontra-se depositada noutras coleções de culturas (exemplo: CECT 839, 
LMG 2844, DMS 30187). Em 2006, a sequência do seu genoma permitiu mostrar 
mecanismos que contribuem para a virulência e capacidade metabólica que possibilitam 
que o organismo cresça numa variedade de ecossistemas; explicando também como é 
que esta estirpe é capaz de sobreviver em ambientes poluídos, ou pobres em oxigénio e 
capaz de colonizar e causar doenças nos seres humanos e outros hospedeiros (Seshadri 
et al., 2006).  
Entre as principais espécies de Aeromonas, A. hydrophila tem atraído a atenção 
devido à sua frequente associação com infeções em humanos. As infeções são 
principalmente encontradas em pacientes com uma história de acidente, onde houve 
exposição das feridas aos ambientes aquáticos contaminados, em indivíduos com 
imunodeficiência e geralmente estão associados com a meningite, endocardite, 
peritonite, síndroma hemolítico-urémico e septicemia (Barreto, 2010; Calhau et al., 
2010; Minnaganti et al., 2000). Desde 1995 que as Aeromonas foram indicadas pela EPA 
(Environmental Protection Agency) como um organismo “patogénico emergente”, e a 
espécie A. hydrophila como indicadora desse organismo, tendo sido proposta a 
“Candidata à Lista dos Contaminantes” nos Estados Unidos por esta agência (EPA, 1998; 
Merino et al., 1995). 
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Relativamente ao perfil de resistência da A. hydrophila, foi detetado no seu genoma 
a presença de genes que codificam β-lactamases, nomeadamente CphA, CepS e AmpS, 
entre outras proteínas que podem conferir resistência a antibióticos (Massidda et al., 
1991; Parra-Lopez et al., 1993; Walsh et al., 1995a). O mecanismo associado às β-
lactamases cromossómicas é o mais relevante na resistência a antibióticos β-lactâmicos 
para a maioria das Aeromonas (Janda and Abbott, 2010; Zhiyong, 2002).  
Estipes do género Aeromonas são inerentemente resistentes à ampicilina, com 
algumas exceções como por exemplo A. trota (Janda and Abbott, 2010; Saavedra et al., 
2004). Em geral, espécies de Aeromonas apresentam maiores taxas de resistência às 
penicilinas e cefalosporinas de 1ª e 2ª geração (espetro estreito), e por outro lado são 
mais suscetíveis a cefalosporinas de 3ª e 4ª geração (espetro alargado) e carbapenemos, 
tendo em conta apenas antibióticos β-lactâmicos (Henriques et al., 2006b; Kampfer et 
al., 1999; Palu et al., 2006; Vila et al., 2003). Relativamente à A. hydrophila (análise de 
isolados clínicos) em particular e tendo em conta os antibióticos em estudo, o perfil de 
resistência desta bactéria de acordo com Vila (Vila et al., 2002) é 100% resistente ao 
antibiótico ampicilina (resistente), 100% suscetível à cefotaxima (sensível) e 100% 
suscetível ao imipenemo (sensível) (Janda and Abbott, 1999; Overman and Janda, 1999; 
Vila et al., 2002). 
 
2. Resistência bacteriana a antibióticos β-lactâmicos 
2.1 Antibióticos β-lactâmicos 
Os antibióticos β-lactâmicos constituem o grupo de agentes antibacterianos mais 
prescritos para o tratamento de infeções bacterianas (Li et al., 2009). A sua elevada 
eficácia terapêutica e baixa toxicidade justificam o seu amplo desenvolvimento e o facto 
de representarem os agentes antibacterianos mais usados no tratamento de infeções 
causadas tanto por microrganismos Gram-positivos como por microrganismos Gram-
negativos (Crowder et al., 2006; Igbinosa and Okoh, 2012; Kotra and Mobashery, 1999; 
Li et al., 2007b). Estes agentes antibacterianos representam mais de 65% do mercado 
mundial de comercialização de antibióticos, com mais de 50 medicamentos 
comercializados (Poole, 2004). Foram descritas mais de 40 moléculas de antibióticos β-
lactâmicos, estruturalmente diferentes e muitas delas são utilizadas para fins 
terapêuticos (Therrien and Levesque, 2000). 
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A penicilina G (benzilpenicilina) foi o primeiro antibiótico β-lactâmico caracterizado 
e introduzido na prática clínica para o tratamento de doenças infeciosas. Em 1928 
Alexander Fleming, um bacteriologista escocês, constatou que um fungo pertencente ao 
género Penicillium produzia esta substância antibacteriana, responsável pela lise de 
colónias de Staphylococcus. Esta observação foi uma reminiscência do que Fleming tinha 
visto anteriormente na sua experiência com a lisozima (Derderian, 2007; Flemming, 
1929; Kong et al., 2010). 
Nesse mesmo ano, Fleming, juntamente com os seus assistentes Dr. Stuart 
Craddock e Sr. Frederick Ridley, partiu para a tentativa de purificação do agente lítico, 
que ele apelidou de "penicilina" (Hare, 1982). Ao longo do seu estudo, Fleming aplicou a 
penicilina diretamente a tecidos de origem animal, especificamente, a feridas e a olhos 
humanos, e verificou que esta substância não era tóxica nem irritante (Flemming, 1929). 
Estas experiências lendárias formaram a base para a posterior purificação da penicilina. 
No entanto, Fleming não estendeu o seu trabalho para estudos clínicos, uma vez que, 
ele não foi capaz de purificar penicilina suficiente para concluir os seus estudos. Assim, 
enquanto que a descoberta foi feita em 1929, a utilização de penicilina como um agente 
terapêutico para tratar infeções apenas se deu em 1940 por Ernest Chain e 
colaboradores (Chain, 1940). Estes por sua vez demonstraram a elevada eficiência da 
penicilina no tratamento de uma infeção causada por bactérias do género Streptococcus 
em ratos. Pouco tempo depois a penicilina era utilizada como agente antimicrobiano em 
humanos, com resultados surpreendentes (Derderian, 2007; Flemming, 1929; Kong et 
al., 2010). 
Nos anos 50 o grupo dos β-lactâmicos compreendia apenas dois compostos: a 
penicilina G e a penicilina V (Rolinson, 1998). No início dos anos 60 este grupo de 
antibióticos foi objeto de diversos estudos. Com base no sucesso clínico sem 
precedentes desta enorme descoberta que foi a penicilina, mais estudos foram 
realizados desde então (Rolinson, 1998). Atualmente, esta classe de antibióticos está 
dividida em vários grupos nomeadamente, penicilinas e seus derivados, 
monobactâmicos, cefalosporinas da primeira à quinta geração e carbapenemos (Fig. 1) 
(Babic et al., 2006; Poole, 2004; Rolinson, 1998; van Hoek et al., 2011). 
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Fig. 1 – Estruturas químicas de antibióticos β-lactâmicos. Adaptado de (Babic et al., 2006). 
 
Os antibióticos β-lactâmicos são denominados desta forma, na medida em que 
apresentam como estrutura comum, um anel β-lactâmico constituído por três átomos 
de carbono e um de azoto, com radicais substituintes (Babic et al., 2006; Poole, 2004; 
Sousa, 2006). 
Em termos de classificação é comum subdividir o grupo dos β-lactâmicos em 
famílias que incluem substâncias com grandes afinidades estruturais. Nas penicilinas o 
anel β-lactâmico encontra-se unido com um anel tiazolidina, enquanto que nas 
cefalosporinas encontra-se fundido com um anel di-hidrotiazina. Os monobactâmicos 
(aztreonamo) têm a particularidade de apresentar na sua estrutura monocíclica um 
grupo 2-oxoazetidina-1-sulfário, apresentando no entanto uma grande analogia com a 
ceftazidima. Por fim, os carbapenemos possuem um átomo de carbono em substituição 
do átomo de enxofre no anel tiazolidina, anel anexo ao anel β-lactâmico, e uma dupla 
ligação em vez de uma ligação simples (Nicolau, 2008; Sousa, 2006). 
 
2.2 Modo de ação dos antibióticos β-lactâmicos 
A atividade dos antibióticos β-lactâmicos depende da sua capacidade de difusão 
através da membrana celular bacteriana, da afinidade do antibiótico para as enzimas 
alvo designadas por proteínas de ligação à penicilina (PBPs – Penicillin binding proteins) 
e da estabilidade do antibiótico face à hidrólise mediada por enzimas bacterianas 
Penicilina G Cefalosporina 
Monobactâmico Carbapenemo 
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(Sousa, 2006). O mecanismo de ação dos antibióticos β-lactâmicos consiste na inibição 
da biossíntese da parede celular bacteriana, nomeadamente da matriz de 
peptidoglicano. A síntese de peptidoglicano é mediada por PBPs, que constituem o alvo 
principal para estes antibióticos. Essencialmente, as PBPs possuem atividade de 
carboxipeptidase e de transpeptidase, e estão envolvidas em vários passos do processo 
de construção, manutenção e regulação da matriz de peptidoglicano. A alteração 
covalente das PBPs é o passo crítico que altera a sua função biológica, nomeadamente 
durante a etapa final da biossíntese de peptidoglicano, durante a qual ocorrem reações 
de "cross-linking" (ligações entre cadeias peptídicas vizinhas do peptidoglicano em 
crescimento) que asseguram a rigidez da parede celular bacteriana, essencial para a 
sobrevivência da célula. Os antibióticos β-lactâmicos inibem irreversivelmente as PBPs, 
impedindo estas ligações (Babic et al., 2006; Sousa, 2006). Estudos efetuados por Tipper 
e Strominger sugeriram que a estrutura central de um antibiótico β-lactâmico, como por 
exemplo a penicilina, é semelhante à porção terminal acil-D-Ala-D-Ala do peptidoglicano 
bacteriano. Assim, as PBPs reconhecem e ligam-se às moléculas de penicilina ou de 
outros antibióticos β-lactâmicos, confundindo-as com o seu substrato natural (Tipper 
and Strominger, 1965). A estrutura e composição da molécula de peptidoglicano 
apresentam determinados aspetos que são específicos de bactérias, o que contribui 
para a elevada especificidade dos antibióticos β-lactâmicos (Rasmussen and Bush, 1997). 
A eficácia dos antibióticos β-lactâmicos é constantemente desafiada pela 
emergência de estirpes bacterianas resistentes. 
 
2.3 Mecanismos de resistência a antibióticos β-lactâmicos 
A resistência bacteriana está intimamente associada com a utilização de agentes 
antimicrobianos na prática clínica. O uso excessivo de antibióticos na medicina humana, 
na medicina veterinária, em sistemas de aquacultura e na agricultura tem contribuído 
para o aparecimento e disseminação de microrganismos multirresistentes (French, 
2005; Henriques et al., 2006a). A terapia prolongada com antibióticos pode levar ao 
desenvolvimento de resistência de um microrganismo que inicialmente é sensível aos 
antibióticos, mas mais tarde pode adaptar-se de forma gradual e desenvolver resistência 
aos mesmos. Quando uma bactéria é sujeita a uma determinada concentração de um 
antibiótico, as células bacterianas suscetíveis a este irão morrer, mas aquelas que têm 
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alguma insensibilidade irão sobreviver. O surgimento de um fenótipo de resistência a 
antimicrobianos depende de vários fatores tais como: do grau de expressão de 
resistência, da capacidade de um microrganismo tolerar um mecanismo de resistência, 
da colonização inicial, entre outros fatores (Giedraitiene et al., 2011). 
Apesar do progresso científico verificado na área dos antibióticos, nos últimos anos, 
a emergência de bactérias patogénicas resistentes a antibióticos β-lactâmicos em 
ambientes clínicos, bem como, a existência de novos mecanismos de resistência, tem-se 
tornado num problema mundial. Além disso, os genes que codificam para a resistência a 
este grupo de antibióticos têm sido também encontrados em estirpes bacterianas 
ambientais (Giedraitiene et al., 2011; Henriques et al., 2006b). 
A resistência bacteriana ocorre devido a características codificadas geneticamente, 
podendo ser intrínseca ou adquirida. A resistência intrínseca resulta da genética natural 
dos microrganismos. A resistência adquirida resulta de alterações na estrutura e na 
fisiologia celular, causadas por mudanças na genética normal do microrganismo. Estas 
alterações podem ocorrer devido a mutações genéticas, aquisição de genes exógenos 
em plasmídeos (conjugação ou transformação), em transposões (conjugação), em 
integrões ou ainda em bacteriófagos (transdução), ou pela associação de diferentes 
mecanismos (Giedraitiene et al., 2011). 
Atualmente estão descritos quatro mecanismos de resistência a antibióticos β-
lactâmicos: hidrólise enzimática mediada por β-lactamases, alteração das proteínas 
bacterianas que constituem o alvo da ação antimicrobiana (PBPs), alteração da 
permeabilidade da membrana e desenvolvimento de sistemas eficazes de efluxo. A 
hidrólise do anel β-lactâmico por enzimas específicas (β-lactamases) constitui o 
mecanismo de resistência a antibióticos β-lactâmicos mais comum e eficiente (Babic et 
al., 2006; Giedraitiene et al., 2011; Sousa, 2006). 
 
2.3.1 Alteração das proteínas bacterianas alvo (PBPs) 
 As proteínas de ligação à penicilina (PBPs) são carboxipeptidases localizadas na 
membrana citoplasmática das bactérias que catalisam as reações de polimerização do 
peptidoglicano durante a biosíntese da parede celular bacteriana (Macheboeuf et al., 
2006; Yamada et al., 2008). Os antibióticos β-lactâmicos inibem a síntese da parede 
celular. A sobrexpressão de PBPs é um dos mecanismos de resistência a estes 
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antibióticos. No entanto, a alteração da estrutura das PBPs ao nível do seu local 
catalítico afeta também a função normal destas enzimas. Por esta razão, este 
mecanismo de resistência é pouco frequente, especialmente em microrganismos Gram-
negativos (Kotra and Mobashery, 1999). Alguns estudos mostraram que a presença de 
mutações nos genes produtores de PBPs, recombinações homólogas entre genes de 
PBPs, ou a inserção de novos genes que codificam para PBPs sem afinidade para os β-
lactâmicos, resulta no aumento de resistência de determinadas bactérias a alguns destes 
antibióticos (Giedraitiene et al., 2011; Sousa, 2006). 
  
2.3.2 Alteração da permeabilidade da membrana 
 A parede celular das bactérias pode, por si só, ser uma barreira de permeabilidade 
aos antibióticos, levando à resistência intrínseca de muitos microrganismos. As bactérias 
Gram-negativas são responsáveis por uma grande percentagem de infeções bacterianas 
multirresistentes. Estas bactérias possuem na membrana externa canais de proteínas, 
denominados porinas, que estão envolvidas no influxo de diversos compostos 
nomeadamente nutrientes e outras substâncias incluindo antibióticos de diversas 
classes (Nikaido, 1994; Pages et al., 2008). 
 A difusão dos antibióticos β-lactâmicos pode ser limitada pela estrutura da molécula 
do antibiótico ou pela sua carga. Estes antibióticos são moléculas hidrofóbicas, que têm 
de atravessar a membrana exterior das bactérias Gram-negativas para atingirem as 
PBPs. A difusão destes antibióticos para o espaço periplasmático efetua-se devido à 
existência dos canais de porinas (Nicolau, 2008).  
 O aumento da resistência bacteriana aos β-lactâmicos, está muitas vezes 
relacionado com a alteração da permeabilidade da membrana externa, por ausência ou 
diminuição da expressão de genes que codificam as porinas, causando a redução da 
entrada do antibiótico na célula, diminuído assim a concentração interna do antibiótico 
(Nikaido, 2003; Quale et al., 2006). Este mecanismo de resistência acarreta, 
frequentemente, resistências múltiplas, visto que diferentes antibióticos são 
transportados para o interior da célula bacteriana pelos mesmos canais de porinas. Este 
tipo de mecanismo de resistência é comum, por exemplo, em estirpes de Pseudomonas 
aeruginosa. Os microrganismos incluídos nesta espécie possuem um reduzido número 
de porinas na membrana externa sendo, por esta razão, intrinsecamente resistentes a 
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muitos antibióticos. Como a membrana externa (OM) da P. aeroginosa não tem as 
porinas clássicas (possui porinas monoméricas em vez de triméricas), os canais de 
porinas específicos têm um papel importante na entrada de nutrientes. Os 
carbapenemos também atravessam a OM através dos canais específicos (OprD). Logo, 
uma modificação da expressão de OprD2 (canal de imipenemo) ou a sua ausência, facto 
que ocorre em algumas estirpes justificam a sua resistência aos carbapenemos (Nikaido, 
1994; Sousa, 2006). 
 Este tipo de mecanismo não é, normalmente, responsável por elevados níveis de 
resistência, dado que, apesar da reduzida permeabilidade, parte das moléculas de 
antibiótico conseguem atingir o espaço periplásmico. Elevados níveis de resistência 
verificam-se em isolados em que ocorre a combinação de dois tipos de mecanismos, 
nomeadamente a redução da permeabilidade da membrana e a produção de β-
lactamases (Martinez-Martinez et al., 1999). 
 
2.3.3 Desenvolvimento de sistemas eficazes de efluxo 
 Os sistemas de transporte ativo, que permitem o rápido efluxo das moléculas de 
antibiótico, e que por isso levam à redução da concentração dos agentes 
antimicrobianos no interior da célula bacteriana, constituem um mecanismo de 
resistência aos antibióticos β-lactâmicos, eficaz em algumas estirpes bacterianas. As 
proteínas envolvidas nos sistemas de efluxo estão normalmente localizadas na 
membrana citoplasmática (Giske et al., 2008; Nikaido, 1994; Wilke et al., 2005). 
 Geralmente a estrutura deste tipo de sistemas em bactérias Gram-negativas 
apresenta uma maior complexidade, devido à existência de uma segunda barreira 
constituída pela membrana externa. Proteínas associadas às proteínas da membrana 
citoplasmática fazem o transporte das moléculas de antibiótico através do espaço 
periplásmico e da membrana externa. Neste grupo de bactérias este mecanismo de 
resistência aparece muitas vezes associado a modificações na permeabilidade da 
membrana, sendo que ambos os mecanismos são responsáveis pela resistência 
intrínseca das bactérias Gram-negativas a vários antibióticos (Nakae et al., 1999; 
Nikaido, 1994). 
 Os genes que codificam os sistemas de efluxo fazem parte do genoma bacteriano e, 
portanto, fornecem ao microrganismo o potencial intrínseco para desenvolver um 
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fenótipo de resistência aos antibióticos sem a aquisição de novos genes (Wright, 2007) 
2007). A atividade de alguns sistemas de efluxo pode ser induzida pela exposição ao 
antibiótico, de modo que uma estirpe aparentemente suscetível a um antibiótico pode 
tornar-se resistente (Piddock, 2006; Poole, 2005). 
 Outros autores referem que a presença de bombas de efluxo podem atuar 
associadas com outros mecanismos de resistência, para aumentar o nível e a amplitude 
do espectro de resistência aos agentes antimicrobianos, como por exemplo associados à 
produção de β-lactamases (Van Bambeke et al., 2003). 
 
2.3.4 Hidrólise enzimática mediada por β-lactamases 
Um dos principais mecanismos de resistência dos antibióticos β-lactâmicos, 
particularmente entre bactérias Gram-negativas, é a produção de β-lactamases. Até à 
data, foram descritas cerca de 300 β-lactamases (Giedraitiene et al., 2011; Tayler et al., 
2010). As β-lactamases são plasmídicas ou cromossómicas, consoante a localização dos 
genes estruturais que as codificam. As enzimas codificadas por estes genes catalisam a 
hidrólise irreversível da ligação amida do anel β-lactâmico dos antibióticos, dando 
origem a produtos biologicamente inativos, diminuindo assim o seu potencial 
terapêutico. Curiosamente, as β-lactamases são estruturalmente relacionadas com PBPs 
(Massova and Mobashery, 1998) e podem ter evoluído a partir destas enzimas de 
ligação a β-lactâmicos da biossíntese da parede celular (Livermore, 1995; Majiduddin et 
al., 2002). A primeira β-lactamase foi descrita em 1940 por Abraham e Chain em E.coli, 
antes da utilização terapêutica da penicilina (Chain, 1940). As β-lactamases são 
produzidas por bactérias Gram-positivas sendo excretadas para o meio ambiente e por 
bactérias Gram-negativas ficando retidas no periplasma (Crowder et al., 2006; Poole, 
2004; Sousa, 2006).  
Em bactérias Gram-negativas, as β-lactamases podem ser transferidas livremente 
entre espécies, com níveis elevados de produção de enzimas cataliticamente eficientes. 
Muitas vezes, uma pequena alteração no promotor do gene que codifica para uma β-
lactamase pode resultar num aumento de resistência por superprodução da enzima; em 
consequência, β-lactamases com baixa atividade catalítica podem tornar-se sérias 
ameaças à aplicação de antibióticos β-lactâmicos para o tratamento de infeções 
bacterianas (Bush, 1999). 
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Nas últimas décadas, o desenvolvimento de novos compostos β-lactâmicos ocorreu 
essencialmente pela necessidade de ultrapassar o desafio que as estirpes produtoras de 
β-lactamases representam (Demain and Elander, 1999).  
As β-lactamases, dependendo da sua especificidade, são muitas vezes chamadas 
penicilinases, cefalosporinases e carbapenemases. Como referido, estas enzimas são os 
principiais determinantes da resistência bacteriana aos antibióticos β-lactâmicos e o seu 
efeito é normalmente potenciado por associação com outros mecanismos de resistência 
descritos anteriormente (Sousa, 2006).  
 
2.3.4.1 Classificação de β-lactamases 
Devido à diversidade de características enzimáticas das muitas β-lactamases 
descobertas, várias tentativas foram feitas para categorizá-los desde 1960. Estas 
classificações envolvem duas abordagens principais: a primeira, e mais antiga 
abordagem é baseada nas características bioquímicas e funcionais da enzima, ao passo 
que a segunda abordagem baseia-se na estrutura molecular da enzima (Igbinosa and 
Okoh, 2012; Kong et al., 2010). A 1ª classificação foi proposta por Jack e Richmond 
(1970), alargada por Richmond e Sykes (1973) e atualizada por Sykes e Matthew (1976) 
com a inclusão do ponto isoelétrico das β-lactamases (Sousa, 2006).  
A classificação molecular de β-lactamases é baseada nas sequências de nucleótidos e 
de aminoácidos destas enzimas e foi proposta em 1980 por Ambler. Esta classificação 
agrupa estas enzimas em quatro classes designadas de A a D (figura 2). Às classes A 
(penicilinases), C (cefalosporinases – β-lactamases cromossómicas), e D (oxacilinases) 
pertencem todas as enzimas que apresentam serina no seu centro ativo. A classe B 
(metalo-β-lactamases) engloba enzimas que possuem um átomo de zinco no seu centro 
ativo, em vez de serina (Babic et al., 2006; Kong et al., 2010; Poole, 2004; Simona et al., 
2009; Sousa, 2006). 
Com o aparecimento de novas β-lactamases e com a disponibilidade de mais dados 
bioquímicos, em 1995 Bush, Jacob e Medeiros propuseram uma classificação que 
relacionava o perfil do substrato e dos inibidores com a sua estrutura molecular, 
agrupando as β-lactamases em quatro grupos funcionais (1, 2, 3 e 4) (Bush et al., 1995; 
Sousa, 2006). Neste sistema as β-lactamases são divididas, num passo inicial, de acordo 
com a sua inibição pelo agente quelante EDTA (ácido etilenodiaminotetracético), e 
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seguidamente de acordo com o perfil de substratos hidrolisados. Assim, as β-lactamases 
são classificadas em quatro grupos principais. O grupo funcional 1 (classe molecular C) 
inclui enzimas que não são inibidas pelo EDTA e hidrolisam preferencialmente a 
cefaloridina, sendo assim designadas por cefalosporinases. O grupo funcional 2 (classes 
A e D de Ambler) engloba enzimas que não são inibidas pelo EDTA, mas sim pelos 
inibidores de β-lactamases, nomeadamente o ácido clavulânico, o tazobactam e o 
sulbactam, e que hidrolisam preferencialmente a benzilpenicilina, denominadas por 
penicilinases. Inclui também β-lactamases de espectro alargado. O grupo 3 (classe 
molecular B) inclui β-lactamases que são inibidas pelo EDTA, mas não por inibidores de 
β-lactamases, e que hidrolisam carbapenemos, sendo por isso designadas por 
carbapenemases. No grupo 4 são incluídas enzimas não inibidas pelo EDTA, mas que não 
se adequam a nenhuma das categorias anteriores (Bush et al., 1995; Sousa, 2006). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2 – Estrutura das β-lactamases nas suas respetivas classes. Estão representadas as β-
lactamases SHV-1, IMP-1, P99 e OXA-1. Adaptado de (Babic et al., 2006). 
 
2.3.4.2 β-lactamases no género Aeromonas 
Alguns membros do género Aeromonas, particularmente A. hydrophila, A. veronii e 
A. caviae, são reconhecidos como agentes causadores de gastroenterites em seres 
humanos e de infeções em hospedeiros imuno-comprometidos, que podem evoluir para 
septicemia, como já foi referido anteriormente.  
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A resistência a antibióticos nestes organismos, particularmente a β-lactâmicos 
levanta um problema potencial no tratamento destas doenças, especialmente quando 
se lida com estas espécies (Walsh et al., 1997). As Aeromonas são intrinsecamente 
resistentes a vários β-lactâmicos, tais como penicilinas e cefalosporinas de primeira 
geração (Barillo et al., 1996). Os antibióticos de escolha para o tratamento de infeções 
causadas por este género são usualmente cefalosporinas de terceira geração, 
monobactâmicos e carbapenemos (Barillo et al., 1996). No entanto muitas estirpes de 
Aeromonas foram caracterizadas como sendo capazes de produzir até três diferentes β-
lactamases, incluindo uma penicilinase classe D correspondente ao grupo 2d da 
classificação de Bush, uma cefalosporinase classe C, do grupo 1 e uma metalo-β-
lactamase classe B, do grupo 3 (Sanchez-Cespedes et al., 2009; Tsai et al., 2006; Walsh et 
al., 1995b). 
Entre os diferentes tipos de β-lactamases encontradas em Aeromonas, as enzimas de 
classe B (metalo-β-lactamases) são particularmente interessantes do ponto de vista 
clínico devido à sua capacidade para hidrolisar os compostos de carbapenemos 
(antibióticos de largo espetro não hidrolisados pela maioria das outras β-lactamases), 
como imipenemo. Dados recentes indicam que estas metalo-β-lactamase são 98% 
idênticas a cphA, uma β-lactamase encontrada em A. hydrophila (Hernandez Valladares 
et al., 2000; Walsh et al., 1997). 
Sabe-se que as Aeromonas spp. estão entre os poucos microrganismos que possuem, 
a nível cromossomal, diferentes genes que codificam para diferentes β-lactamases, que 
lhes vão conferir resistência a antibióticos β-lactâmicos. Estas β-lactamases vão 
hidrolisar o anel β-lactâmico dos antibióticos, diminuindo o seu potencial terapêutico, 
como já foi referido anteriormente. Estes genes incluem cphA (também designado 
imiH), cepH e ampH, corresponde às classes B, C e D das β-lactamases, respetivamente 
(Avison et al., 2004; Balsalobre et al., 2009). Por exemplo, a sobrexpressão destes genes 
(cphA, cepH e ampH) tem sido associada à resistência, a carbapenemos como o 
imipenemo, a cefalosporinas como a cefotaxima e a penicilinas respetivamente (Iaconis 
and Sanders, 1990; Ko et al., 1998). 
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3. Genes de resistência a antibióticos β-lactâmicos 
Estudos recentes demonstraram que vários genes têm expressão aumentada 
quando são usadas concentrações de antibióticos iguais ou perto da concentração 
mínima inibitória (MIC) (Brazas and Hancock, 2005; Cirz et al., 2006; Linares et al., 2006). 
Tem sido sugerido que alguns desses genes estão envolvidos na inibição, outros estão 
envolvidos com a indução de vias de stress celular, e alguns estão envolvidos com as 
medidas defensivas que o microorganismo usa para resistir aos antibióticos. Nesta visão 
de ação antibiótica, parece provável que muitos outros genes possam estar envolvidos 
nas alterações de suscetibilidade bacteriana. Alguns desses determinantes genéticos 
podem ter relevância clínica (Breidenstein et al., 2008).  
Recentemente foi descrito, por Tayler e seus colaboradores, um mecanismo que 
explica a expressão destas β-lactamases. Este mecanismo baseia-se num sistema de dois 
componentes (TCS) que regula a expressão coordenada de 3 β-lactamases 
cromossomais em Aeromonas (Tayler et al., 2010). Este mecanismo é composto por um 
regulador de resposta denominado BlrA (Alksne and Rasmussen, 1997) e por um gene 
que codifica para uma proteína cinase, que funciona como molécula sensora neste 
sistema, denominada BlrB. O sistema de dois componentes foi denominado de BlrAB e 
já foram detetadas evidências de que este sistema regula a expressão de β-lactamases 
através dos genes amp, cep e imi em Aeromonas (Niumsup et al., 2003). Na figura 3 é 
possível visualizar mais detalhadamente como funciona este mecanismo descrito por 
Tayler, numa versão em oposição ao paradigma AmpR (Tayler et al., 2010). 
Tendo em conta que o sistema BlrAB regula a expressão de outros genes, para além 
dos genes que codificam para as três β-lactamases, (Avison et al., 2004) é admissível 
considerar este sistema como um mecanismo de resposta a diversos estímulos de stress, 
em vez de o considerar como um mecanismo exclusivo de regulação da expressão de β-
lactamases, induzido pela presença de antibióticos (Tayler et al., 2010). Embora tenha 
sido identificado, o dissacarídeo-pentapeptídeo M5 (produto da degradação da unidade 
monomérica do peptidoglicano), como potencial ligando ativador do sistema BlrAB 
(Tayler et al., 2010), outros determinantes podem contribuir para o mecanismo de 
resistência a antibióticos β-lactâmicos. De facto, estudos recentes permitiram introduzir 
o conceito de resistoma (Breidenstein et al., 2008; Wright, 2007), que consiste no 
conjunto de todos os genes que contribuem para a resistência bacteriana. A mutação de 
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cada um destes determinantes - sejam estes determinantes genéticos de resistência a 
antibióticos ou, simplesmente, modificadores da expressão de resistência - dará origem 
a um perfil de suscetibilidade alterado, como demonstrado, por exemplo, para 
Pseudomonas aeruginosa (Breidenstein et al., 2008; Schurek et al., 2008). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3 – Sistema de dois componentes que regula a expressão de β-lactamases em Aeromonas 
proposto por Tayler e os seus colaborados. A inibição das proteínas de membrana, envolvidas na 
síntese do peptidoglicano (PBPs), por β-lactâmicos provoca um aumento da concentração do 
ligando ativador de BlrB, fazendo com que ocorra a sua auto-fosforilação ('P' no esquema). Este 
fosfato é transferido para BlrA (regulador da resposta), que por sua vez, quando fosforilado se 
liga a uma sequência conservada (tag) a montante da região promotora dos 3 genes regulados 
pelo sistema BlrAB, favorecendo a ligação da RNA polimerase. A ativação da expressão das 3 β-
lactamases leva à hidrólise dos antibióticos β-lactâmicos, prevenindo a degradação do 
peptidoglicano. Adaptado de (Tayler et al., 2010).  
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4. Formação de Biofilme e resistência a antibióticos 
O biofilme bacteriano é formado quando os organismos unicelulares se unem para 
formar uma comunidade que se encontra ligada a uma superfície sólida. Os biofilmes 
podem ser formados por uma ou várias espécies de bactérias. 
Estima-se que a maioria das bactérias, tanto nos seus habitats naturais como em 
ecossistemas aquáticos naturais, se encontra organizada em biofilmes (Donlan and 
Costerton, 2002). O facto das bactérias se encontrarem presentes em biofilme oferece-
lhes enormes vantagens comparativamente com as que vivem planctónicamente. 
Primeiro, as bactérias são mantidas no microambiente selecionado onde a sobrevivência 
da população não depende de multiplicação rápida (Jefferson, 2004). Isto é 
especialmente vantajoso em ambientes em que as bactérias são expostas a movimentos 
e líquidos, como, por exemplo, em ambientes aquáticos. Além disso, os biofilmes 
oferecem melhores oportunidades para interações através da transferência horizontal 
de genes (Burmolle et al., 2006; Jefferson, 2004; Molin and Tolker-Nielsen, 2003). 
Tem sido observado que a resistência aos antibióticos de biofilmes é aumentada em 
comparação com o que é normalmente observado com as células planctónicas. De facto, 
quando as células se encontram num biofilme, elas podem tornar-se 10-1000 vezes mais 
resistentes aos efeitos de 2-5 agentes antimicrobianos (Mah and O'Toole, 2001). A 
formação de biofilme tem uma enorme importância na clínica, uma vez que, de acordo 
com alguns estudos, eles diminuem a suscetibilidade aos antimicrobianos (Kaplan, 
2011). Os fatores que contribuem para a resistência antimicrobiana mediada pelo 
biofilme incluem difusão ineficiente do agente antimicrobiano dentro da matriz do 
biofilme, a taxa de crescimento lenta das bactérias, a presença persistente de células 
resistentes a antibióticos ou pequenas colónias variantes, alterações locais do 
microambiente que pode prejudicar a atividade do agente antimicrobiano, e outras 
diferenças fenotípicas desconhecidas. Além disso, a proximidade das células dentro de 
um biofilme pode facilitar a troca de elementos genéticos móveis, como referido 
anteriormente, e deste modo aumentar a disseminação de resistência aos antibióticos 
(Kaplan, 2011; Mah and O'Toole, 2001; Subramanian et al., 2012). 
Numerosos estudos têm mostrado que concentrações sub-inibitórias de alguns 
antibióticos (sub-MIC – que corresponde a uma concentração de antibiótico inferior ao 
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valor de MIC), embora não sejam capazes de matar as bactérias, podem inibir a 
formação de biofilme. Um bom exemplo é o antibiótico azitromicina, que inibe 
eficazmente a formação de biofilme de Pseudomonas aeruginosa mesmo em reduzidas 
concentrações (Ichimiya et al., 1996; Kaplan, 2011; Wagner et al., 2005). P. aeruginosa 
formam biofilmes nos pulmões de pacientes com fibrose quística e contribui para a 
lesão pulmonar e insuficiência respiratória progressiva (Hoiby, 1993). Embora a maioria 
dos isolados clínicos de P. aeruginosa sejam resistentes à azitromicina (MIC> 64 μg/ml), 
uma terapia de baixa dose de azitromicina tem sido o suficiente para melhorar a função 
pulmonar em pacientes com fibrose quística. Deste modo, uma terapia com baixa dose 
de azitromicina não mata a bactéria mas auxilia no melhoramento do quadro clínico 
através da inibição da formação de biofilme (Clement et al., 2006; Wagner et al., 2005).  
Contrariamente ao que foi mencionado anteriormente, numerosos estudos referem 
que a formação de biofilme, em alguns casos, parece também ser reforçada na presença 
de alguns antibióticos, quando presentes em concentrações inferiores ao valor de MIC 
(Elliott et al., 2010; Hoffman et al., 2005). Este é um fenómeno comum entre bactérias e 
pensa-se que é resultado de uma resposta global ao stress celular (Kaplan, 2011). 
A formação de biofilme induzida por antibióticos pode ser um processo clinicamente 
relevante porque as bactérias são expostas a concentrações sub-inibitórias de 
antibiótico durante o curso normal do antibiótico, por exemplo, durante uma terapia de 
baixa dose (Odenholt, 2001). 
Na figura 4 encontram-se representados alguns dos mecanismos que podem 
contribuir para a resistência de bactérias, sobrevivendo em biofilme, aos agentes 
antimicrobianos. 
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Fig. 4 – Resistência a antibióticos em biofilmes. Este esquema representa os mecanismos que 
podem contribuir para a resistência de bactérias, sobrevivendo em biofilme, aos agentes 
antimicrobianos. O polissacarídeo extracelular é representado a amarelo e as bactérias através 
das bolas azuis. Os biofilmes são marcados pela sua heterogeneidade e essa heterogeneidade 
pode incluir gradientes de nutrientes, resíduos e oxigénio (representado pelas estrelas 
coloridas). Mecanismos de resistência no biofilme incluem aumento da densidade celular e da 
exclusão física do antibiótico. As bactérias individuais num biofilme podem igualmente sofrer 
alterações fisiológicas que contribuem para a resistência. Vários autores especularam que as 
seguintes alterações podem ocorrer no biofilme: (1) indução da resposta ao stress (um processo 
dependente de RpoS em bactérias Gram-negativas), (2) bombas de aumento da expressão de 
resistência a múltiplos antibióticos (MDR), (3) ativação de sistemas de quorum sensing, e (4) 
alteração dos perfis de proteínas da membrana externa (OMP). Adaptado de (Mah and O'Toole, 
2001). 
 
O primeiro estudo a demonstrar que a concentração sub-inibitória de antibióticos 
pode induzir a formação de biofilme bacteriano in vitro foi publicado em 1988 por 
Gordon Christensen (Schadow et al., 1988). Neste estudo, uma em cada três estirpes de 
Staphylococcus epidermidis mostrou um aumento de 65% na formação de biofilmes na 
presença de ¼ de MIC do antibiótico rifampicina. Nenhuma das estirpes mostraram um 
aumento na formação de biofilmes em resposta a concentrações de ¼ de MIC de oito 
outros antibióticos, e a maior parte demonstrou uma diminuição. Poucos trabalhos 
foram publicados sobre este assunto até 2005, quando Hoffman e co-autores 
publicaram na revista Nature o resultado da sua investigação demonstraram que 
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concentrações sub-inibitórias de tobramicina induziram a formação de biofilme em P. 
aeruginosa (Hoffman et al., 2005). Depois deste estudo foram publicados mais artigos, 
direcionados para a relação entre a resistência a antibióticos e a formação de biofilme 
noutras espécies (Ahmed et al., 2009; Bagge et al., 2004; Boehm et al., 2009; Frank et 
al., 2007; Mirani and Jamil, 2011; Nucleo et al., 2009), no entanto nenhum deles foi 
realizado para Aeromonas, nomeadamente para A. hydrophila. 
Apesar de tudo, o estudo realizado por Kaplan (Kaplan, 2011) ajudou-nos a perceber 
que a sub-MIC de uma variedade de antibióticos quimicamente distintos com diferentes 
modos de ação pode induzir significativamente a formação de biofilme em diversas 
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas in vitro (Kaplan, 2011). 
 
5. Interesse e importância  
Estudos recentes têm demonstrado que a presença de Aeromonas spp. tanto em 
água como em alimentos é um potencial risco para a saúde pública, uma vez que alguns 
microrganismos do género Aeromonas produzem uma ampla gama de fatores de 
virulência. Deste modo, a patogenicidade das infeções associadas a estes 
microrganismos é considerada complexa e multifatorial (Chopra et al., 2000).  
À medida que a diversidade do género Aeromonas foi sendo descrita, aumentou a 
sua importância como agente patogénico (Carson et al., 2001), nomeadamente em 
relação a determinadas espécies em particular, como é o caso de A. hydrophila (Janda 
and Abbott, 2010; Krzyminska et al., 2009; Martin-Carnahan, 2005). 
Estudos efetuados em amostras de águas, resultantes das inundações provocadas 
pelo furacão Katrina, em Nova Orleans, demonstraram a presença de um elevado 
número de isolados de Aeromonas spp.. Além disso revelaram também que as 
Aeromonas eram a causa mais comum de infeções de pele e tecidos moles entre os 
sobreviventes do tsunami de 2004 no sul da Tailândia (Seshadri et al., 2006). 
Alguns estudos mencionaram uma elevada taxa de mortalidade causada por infeções 
por estirpes de Aeromonas nomeadamente por A. hydrophila e A. veronii em pacientes 
imuno-deprimidos. Para os microbiologistas “essa alta taxa de mortalidade” é 
provavelmente devida à prescrição empírica de antibióticos β-lactâmicos (que em doses 
sub-inibitórias induzem a expressão de β-lactamases) com o consequente aumento da 
resistência (Tayler et al., 2010). No entanto, como referido anteriormente, não são ainda 
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conhecidos todos os fatores envolvidos no mecanismo de regulação da expressão de β-
lactamases. O insucesso da terapia com antibióticos, com o intuito de eliminar bactérias 
resistentes, e a crescente tendência de multirresistência apresentada em estirpes de 
Aeromonas é outro dos problemas que resulta na “alta taxa de mortalidade” (Levy, 
2005). 
A presença de determinantes genéticos de virulência provavelmente implicados na 
patogenicidade para os humanos, e genes de resistência a antibióticos foram 
encontrados em isolados de Aeromonas resultantes de amostras água (Henriques et al., 
2006b; Krovacek et al., 1994; Saavedra et al., 2004)  
O aumento da resistência bacteriana aos antibióticos tornou-se um problema de 
saúde pública, uma vez que as bactérias podem ser encontradas em diferentes locais. A 
resistência aos antibióticos foi classificada pela Organização Mundial de Saúde como 
uma das três maiores ameaças à saúde pública do século 21 (Levesque et al., 1995). A 
rápida emergência de resistência aos antibióticos entre as bactérias, nomeadamente em 
ambiente aquático é, em grande parte, devido à troca de genes de resistência por meio 
de elementos genéticos móveis, tais como plasmídeos, transposões e integrões, que 
codificam a resistência a diferentes antibióticos (Balsalobre, 2010; Barreto, 2010; 
Wegener and Frimodt-Moller, 2000). 
Por tudo isto, torna-se cada vez mais relevante o estudo do género Aeromonas mas 
especificamente de estirpe da espécie A. hydrophila, dado estar intimamente 
relacionada com infeções em humanos e a sua resistência a antibióticos β-lactâmicos é, 
cada vez mais, um problema de saúde pública. 
 
6. Bibliotecas de mutantes 
Recentemente, têm vindo a ser realizados estudos sistémicos, que têm como 
objetivo a identificação de genes que se encontram relacionados com a capacidade da 
célula responder e resistir à ação de antibióticos. Alguns estudos focando a resistoma 
intrínseco da Pseudomonas aeruginosa reconheceram o envolvimento de novos 
determinantes genéticos na resistência antimicrobiana (Breidenstein et al., 2008; 
Schurek et al., 2008; Wiegand et al., 2008). Estes estudos foram realizados pesquisando 
bibliotecas de mutantes obtidos por transposição de transposões quanto a alterações 
aos perfis de resistência a vários antibióticos. De acordo com Wiegand e colaboradores, 
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a pesquisa de bibliotecas genómicas de resistência a múltiplos antibióticos pode ser 
utilizada para identificar a alteração da expressão de vários genes (Wiegand et al., 2008).  
A produção de bibliotecas de mutantes por mutagénese aleatória (por transposão) 
é uma ferramenta útil e pretende a criação de um grande número de mutações 
independentes ao longo de todo o genoma de um organismo (Breidenstein et al., 2008; 
Schurek et al., 2008; Wiegand et al., 2008). Vale a pena referir que existe um estudo 
sobre a produção de quitinase em Aeromonas caviae (Li et al., 2007a), que tirou partido 
da criação de uma biblioteca de mutantes utilizando mutagénese aleatória por 
transposão, o que corrobora a aplicabilidade desta metodologia em Aeromonas; no caso 
presente o objetivo é o de aumentar o conhecimento sobre o resistoma deste grupo de 
organismos. 
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Tendo em conta que: 
 
 estirpes de A. hydrophila têm sido epidemiologicamente relacionadas com 
infeções humanas; 
  o surgimento de resistência a antimicrobianos é um enorme problema de saúde 
pública devido ao atraso no tratamento das infeções, ao aumento do tempo de 
permanência hospitalar com aumento substancial do custo dos cuidados de 
saúde e ao elevado risco de resultados fatais; 
 ainda ao facto de que os carbapenemos e cefalosporinas de 1ª geração são 
antibióticos de escolha para tratar infeções por Aeromonas, tendo surgido 
estirpes resistentes a estes antibióticos devido à sobrexpressão de genes 
cromossomais. 
 
Colocando como hipótese que a sobreexpressão de β-lactamases envolve respostas 
metabólicas e fisiológicas complexas, envolvendo várias vias de regulação e vários 
genes, propomo-nos contribuir para o esclarecimento desse tipo de processos. 
Assim, o objetivo principal deste estudo é identificar determinantes genéticos que 
possam estar envolvidos na regulação do mecanismo de resistência a antibióticos β-
lactâmicos, (podendo por isso constituir novos alvos de aplicação terapêutica) através 
da construção e análise de uma biblioteca de mutantes de A. hydrophila. 
 
Para o cumprimento deste objetivo será necessário: 
 Construção de uma biblioteca de mutantes para A. hydrophila CECT 839; 
 Caracterização da biblioteca de mutantes; 
 Avaliação fenotípica dos mutantes através da determinação da suscetibilidade a 
antibióticos β-lactâmicos e da sua capacidade para formação de biofilme; 
 Identificação do local de inserção do transposão para determinação do gene 
interrompido responsável pela alteração do fenótipo de resistência. 
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A estratégia aplicada para a realização deste trabalho está esquematizada na figura 
5. Estão indiciadas, de forma sucinta, as metodologias utilizadas para a construção de 
uma biblioteca de mutantes, sua caracterização e identificação/caracterização dos 
mutantes com alteração fenotípica de resistência a antibióticos β-lactâmicos. 
 
 
 
Fig. 5 – Representação esquemática das metodologias utilizadas ao longo deste trabalho.  
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1. Estirpe bacteriana e transposão 
A estirpe bacteriana utilizada, na realização deste trabalho foi a Aeromonas 
hydrophila CECT 839 (ATCC 7966T). Para a criação da biblioteca de mutantes foi utilizado 
o complexo transposão-transposase EZ-Tn5™ <KAN-2> do EZ-Tn5™ <KAN-2>Tnp 
Transposome™ Kit da Epicentre®. 
  
2. Meios de cultura 
Para todos os meios de cultura é dada a composição para o volume de 1L. Logo após 
a sua preparação e segundo as indicações do fabricante, os meios de cultura foram 
esterilizados em autoclave a 121°C e 1 atm de pressão durante 20 min. Sempre que 
necessário, meios sólidos foram preparados de acordo com a composição apresentada 
para o meio líquido correspondente, com o suplemento de 2 % de Agar-Agar (Merck). 
 
Meio de “Glutamate Starch Phenol-red Agar” (GSP – Merck) 
Glutamato de Sódio   10,0g 
Amido Solúvel    20,0g 
KH2PO4     2,0g 
MgSO4     0,5g 
Vermelho de fenol   0,36g 
Agar-agar     12,0g  (pH 7,2) 
 
Meio de “Luria-Bertani” (LB – Merck) 
Peptona de caseína   10,0g 
Extracto de levedura   5,0g 
NaCl     10,0g  (pH 7,0) 
 
Meio de “Mueller-Hinton-Broth” (MHB – Merck) 
Infusão de carne    2,0g 
Hidrolizado de caseína   17,5g 
Amido     1,5g   (pH 7,4) 
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SOC 
Triptona     20g 
Extracto de levedura   5g 
NaCl     10mM 
KCl      2,5mM 
Glucose     20mM  (pH 7,0) 
 
Nota: Preparar separadamente uma solução de glicose (2 M) em água e esterilizar por 
filtração com um filtro de 0,20 μm (Albert) para suplementar o meio previamente 
autoclavado e arrefecido (Sambrook J., 1990). 
 
2.1 Aditivos aos meios de cultura: antibióticos 
Canamicina 
O antibiótico canamicina foi preparado em alíquotas a uma concentração stock de 
100 mg/ml em água destilada, posteriormente esterilizada por filtração e armazenada a 
-20 °C, para posterior utilização a 100 µg/ml em meio de cultura para seleção de 
mutantes.  
 
Ampicilina, cefotaxima e imipenemo 
Os antibióticos ampicilina, cefotaxima e imipenemo foram preparados a uma 
concentração stock de 5,12 mg/ml em água destilada para posterior utilização a 512 
µg/ml, 256 µg/ml, 128 µg/ml, 64 µg/ml, 32 µg/ml, 16 µg/ml, 8 µg/ml, 4 µg/ml, 2 µg/ml, 
1 µg/ml, 0,5 µg/ml, 0,25 µg/ml e 0,125 µg/ml. Estes antibióticos foram adicionados 
separadamente ao meio MHB para a determinação de MICs pelo método de 
microdiluição. 
Após a preparação cada uma das soluções foi esterilizada por filtração, usando filtros 
de 0,20 μm (Albert). Foram distribuídas por alíquotas que foram conservadas a -20 °C.  
 
3. Conservação e preservação dos microrganismos 
A estirpe de A. hydrophila CECT 839 foi semeada em placas de meio GSP, e incubada 
a 30 °C durante 18 h. A partir de colónias isoladas, procedeu-se à amplificação da cultura 
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em meio líquido para posterior criopreservação (-80 °C) em meio LB contendo 20 % de 
glicerol.  
Da mesma forma, os mutantes pertencentes à biblioteca desenvolvida foram sempre 
repicados em placas de GSP suplementado com antibiótico canamicina (100 µg/ml). As 
placas foram incubadas a 30 °C durante 18 h. Para garantir a sua total conservação 
também foram armazenados em meio LB com glicerol (20 %) a -80 °C. Sempre que 
necessário recuperou-se a estirpe retirando alíquotas deste stock, para placas de Petri 
(seladas com parafilmTM) com meio GSP, posteriormente incubadas à temperatura ótima 
de crescimento da estirpe (30 °C), durante 14-16 h. Para sua conservação, as placas 
foram mantidas a 4 °C e repicadas regularmente. 
O crescimento das estirpes em meio líquido, foi realizado utilizando o meio LB e com 
uma incubação a 30 °C durante 14-16 h, em agitador orbital (180 a 200 rpm). 
 
4. Extração do DNA total de isolados bacterianos 
O DNA total dos mutantes da estirpe A. hydrophila CECT 839 foi preparado a partir 
de culturas líquidas em meio LB, com o kit comercial Genomic DNA Purification Kit 
(Fermentas), de acordo com as instruções do fabricante seguidamente descritas. 
 
Extração de DNA de Isolados Bacterianos (Genomic DNA Purification Kit) 
 
1. Selecionar uma colónia isolada da placa de GSP e ressuspender em 2 ml de 
meio de cultura LB. 
2. Incubar durante 16-18 h, a 30 °C, com agitação a 200 rpm. 
3. Sedimentar as células por centrifugação, durante 10 min a 13000 rpm e 
remover o sobrenadante. 
4. Ressuspender o pellet em 200 μl de tampão TE e agitar vigorosamente no 
vórtex. 
Tampão TE: 10 mM Tris-HCl, pH 7,5; 1 mM EDTA 
5. Adicionar 6 μl de solução fresca de lisozima (10 mg/ml em água) (Boehringer 
Mannheim) e 6 μl de proteínase K (20 mg/ml em água) (Boehringer 
Mannheim) e incubar 1 h a 45 °C. 
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6. Adicionar 400 μl de solução de lise (Fermentas) e incubar 10 min a 65 °C. 
7. Adicionar 600 μl de clorofórmio e agitar bem por inversão até que as duas 
fases se misturem. 
8. Centrifugar 10 min a 13000 rpm. 
9. Remover a fazer aquosa para um novo microtubo. 
10. Adicionar 600 μl de isopropanol refrigerado. Misturar com muito cuidado e 
tentar visualizar o novelo de DNA que se vai formando. 
11. Colocar a 4 °C, durante 10 min (ou mais tempo). 
12. Centrifugar 10 min a 13000 rpm e descartar sobrenadante. 
13. Adicionar 100 μl de NaCl (1,2 M – Fermentas) 
14. Adicionar 2 μl de RNase (10 mg/ml) e incubar 10 min a 37 °C. 
RNase (Sigma): solução stock preparada a 10 mg/ml em Tris-HCl 10 mM, pH 
7,5; NaCl 15 mM. Aquecer a 100 °C durante 15 min para inativar eventuais 
DNases contaminantes; dividir em alíquotas e guardar a -20 °C. 
15. Adicionar 300 μl de etanol absoluto (-20 °C) e incubar a -20 °C, 10 min (ou mais 
tempo). 
16. Centrifugar 10 min a 13000 rpm e descartar o sobrenadante. 
17. Lavar o pellet com 200 μl de etanol a 70 %. Bater lateralmente para soltar o 
pellet e centrifugar 5-10 min a 13000 rpm. 
18. Descartar o sobrenadante e secar o pellet. 
19. Ressuspender o pellet em 40 μl de tampão TE. 
 
5. Hidrólise de DNA por endonucleases de restrição 
A enzima de restrição utilizada para as digestões do DNA genómico, dos mutantes 
em estudo foi a enzima SalI fornecida pela casa comercial Fermentas, e foi utilizada de 
acordo com as recomendações do fornecedor. Utilizamos a enzima SalI, uma vez que, 
esta não corta o gene de canamicina que se encontra no transposão, corta 
imediatamente a seguir ao gene.  
As digestões do DNA extraído dos mutantes efetuaram-se em volumes totais de 10 a 
50 μl contendo 0,1 a 5 μg de DNA e 1 a 5 U de enzima por μg de DNA (Sambrook J., 
1990). As condições relativas ao tempo e temperatura de incubação, bem como o 
tampão a utilizar foram estabelecidas, como já foi referido, segundo as recomendações 
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do fornecedor. Em paralelo, para cada DNA, foram incubadas reações sem adição de 
enzima que funcionaram como controlo das reações de digestão.  
 
6. Amplificação de fragmentos de DNA por PCR 
As reações de PCR foram efetuadas em volumes de 25 μl e decorreram num 
termociclador MyCycler Thermal Cycler (Bio-Rad). Os reagentes, tampões, 
oligonucleótidos (dNTP’s), MgCl2 e Taq DNA polimerase (Fermentas) foram utilizados 
nos volumes a seguir indicados. 
A amplificação do gene de canamicina permite verificar, se o transposão com a 
cassete de resistência à canamicina foi inserido. 
 
PCR (Polimerase Chain Reaction) 
 
       Concentração em stock           Volume 
H2O     ---               11,75 μl 
MgCl2     25 mM    3 μl 
dNTP’s     2 mM    2,5 μl 
Tampão 10x PCR com NH4+  10x    2,5 μl 
Primer Kan-R    10 μM    1 μl 
Primer Kan-F    10 μM    1 μl 
DMSO     5 %              1,25 μl 
Taq polimerase                  1 U/μl    1 μl 
DNA molde    50-100 ng   1 μl 
Volume final                                                                                        25 μl 
 
O programa utilizado para a amplificação do fragmento do gene de kanR foi: 
 Desnaturação inicial de 5 min a 94 °C 
 40 ciclos de Amplificação (desnaturação a 94 °C, 40 seg; 
emparelhamento/“annealing” a 62 °C, 1 min; extensão a 72 °C, 2 min) 
 Extensão final de 30 min a 72 °C.  
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Estas condições para amplificação de DNA, nomeadamente o programa utilizado e as 
concentrações de MgCl2 e DNA, foram definidas e adaptadas de acordo com o tamanho 
e sequência do fragmento a amplificar e dos primers (anexo 1) usados para cada caso (Li 
et al., 2007a). 
Por fim, a amplificação do gene por PCR é visualizada numa eletroforese realizada 
num gel de agarose de 1 % em TAE 1x. 
 
7. Eletroforese de DNA 
7.1 Eletroforese de DNA em gel de agarose 
Os fragmentos de DNA foram separados em géis de agarose (Merck), por sua vez 
estes foram preparados a concentrações de 1 % e de 0,8 %. As eletroforeses decorreram 
a voltagens de 1 a 4 V/cm, em Tampão TAE 1x (Sambrook J., 1990). As amostras foram 
carregadas no gel após adição de 1/6 de volume de tampão de carga. 
Tampão TAE 50x: 40 mM Tris Base, 40 mM Acetato, 2 mM EDTA, pH 8,0. 
Tampão de carga 6x: 0,25% Bromofenol, 0,25 % Xileno Cianol, 40 % Sacarose ou 30 % 
Glicerol, pH 8,0. 
 
7.2 Marcador de peso molecular de ácidos nucleicos 
O tamanho dos fragmentos de DNA foi determinado por comparação com a 
migração de fragmentos de peso molecular conhecido. Para tal, foi utilizado o seguinte 
marcador de peso molecular Gene Ruler TM DNA Ladder MIX (Fermentas) (anexo 2). 
 
7.3 Visualização de DNA 
Os géis de agarose foram corados numa solução de brometo de etídio (EtBr) a 
5μg/ml, durante cerca de 20 min. O excesso de brometo foi removido por lavagem com 
água destilada durante aproximadamente 5 min. Após a coloração, o DNA foi visualizado 
num transiluminador de luz UV sendo digitalizado num Gel DocTM XR+ with Image LabTM 
Software (Bio-Rad). 
 
 
 
 
Material e Métodos 
38 
 
8. Purificação de produtos de PCR 
Os produtos de PCR selecionados para posterior determinação da sua sequência 
nucleotídica foram purificados com o kit PCR Product Purification Spin Kit 250 (Jetquick) 
e o protocolo sugerido pelo fabricante encontra-se descrito em seguida. 
 
PCR Product Purification Spin Kit 250 (Jetquick) 
  
1. Num microtubo de 1,5 ml colocar 400 μl de H1 (Binding Solution – Gibco BRL) e 
o produto de PCR a purificar e homogeneizar. 
2. Numa coluna (Gibco BRL), com um tubo de 2 ml, colocar a preparação anterior e 
centrifugar 1 min à velocidade máxima.  
3. Descartar o sobrenadante que ficou no tubo. 
4. Adicionar 500 μl de H2 (Wash Buffer – Gibco BRL) e centrifugar 1 min à 
velocidade máxima e descartar o sobrenadante. 
5. Centrifugar novamente nas mesmas condições para remover restos de tampão 
H2. 
6. Colocar a coluna num microtubo de 1,5 ml estéril.  
7. Colocar 30 μl de água previamente aquecida a 65 °C, em cima da membrana e 
deixar repousar 1 min. 
8. Centrifugar 2 min à velocidade máxima para recolher a o produto purificado.  
 
Uma vez purificados, os produtos de PCR foram sequenciados com os primers 
apropriados pela GATC Biotech AG Laborteam (Konstanz, Germany) ou pela StabVida 
(Oeiras, Portugal). 
 
9. Transferência de fragmentos de DNA separados em gel de agarose para 
membranas de nylon 
Os fragmentos de DNA digerido, que foram separados por electroforese foram 
transferidos para uma membrana de nylon, utilizando um sistema de vácuo (VacuGene 
XL, Pharmacia Biotech). O procedimento utilizado foi estabelecido e adaptado, tendo 
como base o protocolo fornecido pela casa comercial, de modo a otimizar a eficiência do 
sistema. 
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Vacuum Blotting 
 
1. Incubar o gel com solução despurinizante, com agitação suave durante 10 min. 
O volume de solução adicionada deve ser suficiente para manter o gel 
submerso. 
Solução despurinizante: NaOH 0,25 N 
2. Descartar a solução anterior e adicionar aproximadamente o mesmo volume 
de solução desnaturalizante. Manter durante 45 min com agitação suave.  
Solução desnaturalizante: NaOH 0,5 M; NaCl 1,5 M 
3. Retirar a solução anterior e deitar sobre o gel o mesmo volume de solução 
neutralizante. Manter durante 30 min com agitação suave. 
Solução neutralizante: NaCl 1,5 M; Tris-HCl 1 M; EDTA 1 mM (pH 7,2-7,5) 
4. Cortar uma membrana de nylon (Amersham HybondTM - N+) cujas dimensões 
sejam superiores em 1 cm às do gel. Humedecer a membrana com SSC 2x. 
5. Colocar a membrana na unidade de transferência e efetuar a montagem do 
sistema de acordo com as instruções do fabricante. 
6. Colocar o gel suavemente sobre a membrana, tendo o cuidado de evitar que 
se formem bolhas de ar entre o gel e a membrana. 
7. Com o auxílio de uma pipeta de Pasteur, deitar sobre o gel a solução de 
transferência (SSC 20x). 
SSC 20x: NaCl 3 M; Citrato de sódio 0,3 M (pH 7,0) 
8. Transferir durante 60 min a 50 mBar nunca deixando que o gel seque. Retirar 
todo o líquido; remover o gel e, finalmente, a membrana. 
9. Fixar durante 5 min num transiluminador sob radiação UV. 
 
10. Deteção de sequências homólogas por hibridação DNA-DNA 
As técnicas descritas neste ponto foram efetuadas utilizando o Sistema comercial 
DIG de Marcação e Deteção não-radioativa de Ácidos Nucleicos (DIG DNA Labeling and 
Detection Starter Kit I e DIG Nucleic Acid Detecion Kit, Roche Molecular Biochemicals). 
Estas técnicas foram realizadas de acordo com as indicações do fornecedor e outras 
adaptações, tendo em conta o que foi descrito anteriormente por Moura et al. (Moura 
et al., 2007). 
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10.1 Marcação não radioativa de sondas de DNA 
 A técnica de marcação não radioativa de sondas de DNA foi realizada por marcação 
random primed e marcação por PCR. Este método baseia-se na incorporação de 
nucleótidos marcados com uma molécula designada digoxigenina-11-dUTP (DIG-dUTP) 
durante a síntese de novas cadeias de DNA. A técnica utilizada apresenta várias 
vantagens na medida em que, apresenta uma tecnologia segura, as sondas de DNA 
podem ser guardadas pelo menos um ano a -20 °C, sem perda de atividade e as soluções 
de hibridação podem ser reutilizadas várias vezes. 
 
10.1.1 Método random primed 
 O método random primed DNA labeling consiste na incorporação de uma mistura 
de hexanucleótidos, para marcação de fragmentos de DNA obtidos por digestão com 
enzimas de restrição, seguida da extensão de oligonucleótidos iniciadores pelo 
fragmento Klenow da DNA polimerase I. 
 O objetivo deste método é produzir uma quantidade suficiente de sonda marcada, 
no menor período de tempo, sendo o rendimento da reação de marcação proporcional 
ao período de duração da mesma. Através deste método é possível marcar entre 10 ng – 
3 μg de DNA molde. 
 
DIG DNA labeling and detection kit (cat nº: 1093657, Roche) 
 
1.  Num microtubo, adicionar 14 μl de dH2O estéril e 1 µl de DNA (marcador de 
peso molecular Gene Ruler TM DNA Ladder MIX (Fermentas)). 
2. Desnaturar o DNA fervendo 10 min numa panela. Arrefecer em gelo 
rapidamente. 
3. Ao microtubo anterior, adicionar 2 μl de hexanucleotide mix 10x (vial5). 
4. Posteriormente adicionar 2 μl de dNTP labelling mix (vial6). 
5. Por fim adicionar 1 μl de enzima Klenow (vial7). 
6. Homogeneizar cuidadosamente e centrifugar alguns segundos. 
7. Incubar a 37 °C, 16 h. 
8. Parar a reação aquecendo a 65 °C, 10 min. 
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9. Retirar do banho e reservar a -20 °C até adição à sonda de hibridação. 
10. Para adição do marcador à sonda de hibridação, deixar descongelar em gelo e 
pipetar 1 μl para 19 μl de dH2O. 
11. Ferver numa panela durante 15 min. 
12. Adicionar à solução de hibridação. 
 
10.1.2 Incorporação de digoxigenina-11-dUTP por PCR 
A marcação de fragmentos de DNA baseia-se numa técnica de PCR, que permite 
obter grandes quantidades de sonda marcada, através da incorporação de DIG-11-dUTP 
pela enzima Taq DNA polimerase. Tanto a reação de PCR, como o programa a ser 
utilizado são iguais ao que foi descrito anteriormente no ponto 6 deste capítulo, com 
exceção dos nucleótidos a adicionar (Li et al., 2007a). Estes nucleótidos foram 
substituídos nas reações de marcação por PCR DIG Labeling Mix (Roche Molecular 
Biochemicals), contendo 2mM dATP, 2 mM dCTP, 2mM dGTP, 1,9 mM  dTTP e 0,1 mM 
DIG-11-dUTP.  
Após a reação de amplificação, apenas uma banda deve ser visível após coloração 
com EtBr, pois, mesmo quantidades mínimas de produtos secundários podem afetar a 
especificidade da hibridação. Para melhores resultados, a banda amplificada foi cortada, 
purificada e por fim foi adicionada solução de pré-hibridação para conservação a -20 °C 
Solução de pré-hibridação: SSC 5x; solução bloqueadora 1 %; sarcosil 0,1 %; SDS 0,02 % 
 
10.2 Hibridação 
O processo de pré-hibridação tem como objetivo preparar a membrana para a 
ligação da sonda, bloqueando os locais de ligação inespecíficos na membrana, 
permitindo assim a redução do background na mesma.  
A temperatura de hibridação foi decidida de acordo com a percentagem de bases 
idênticas esperada entre o DNA sonda e o DNA alvo. Para sondas com 100 % de bases 
seriam idênticas ao DNA alvo, a temperatura de hibridação é de 65 °C na ausência de 
formamida e de 45 °C na presença da mesma (como é o caso) (Casey and Davidson, 
1977). Caso a homologia fosse inferior, utilizar-se-ia a temperatura de hibridação de 45 
°C, na ausência de formamida, o que na teoria permitiria detetar sequências de DNA 
com 65 % de bases idênticas. 
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Todas as hibridações decorreram do modo descrito em seguida. 
 
Hibridação 
 
1.  Introduzir a membrana num frasco de vidro fechado com tampa, e adicionar 
solução de pré-hibridação (20 ml por cada 100 cm2 de membrana). 
2. Pré-hibridar a membrana durante 2 h à temperatura de hibridação. 
3. Desnaturar a sonda marcada (ferver 10 min e arrefecer em gelo). 
4. Retirar a solução de pré-hibridação e colocar a membrana em solução de 
hibridação, na qual foi previamente diluída a sonda marcada. 
Solução de hibridação: SSC 5x; solução bloqueadora 1 %; sarcosil 0,1 %; SDS 
0,02 % e a sonda marcada diluída. 
5. Incubar a membrana durante 14-16 h à temperatura adequada, no forno de 
hibridação. 
6. Após hibridação, verter a solução para um tubo e armazenar a -20 °C. Para 
reutilizar, descongelar a solução a 68 °C durante 10 min, uma vez que, contém 
50 % de formamida. 
 
10.3 Lavagens das membranas e deteção 
As lavagens com as soluções I e II tem como objetivo remover toda a sonda não 
ligada, permitindo também reduzir o background na membrana. 
A imunodeteção das sondas hibridadas baseou-se na utilização do anticorpo 
específico anti-digoxigenina conjugado com a fosfatase alcalina (anti-DIG-AP). A ação da 
enzima fosfatase alcalina (desfosforilação) sobre os substratos colorimétricos NBT/BCIP 
(Roche Molecular Biochemicals) revela a presença de híbridos DNA-DNA. O 
procedimento de deteção foi realizado à temperatura ambiente e com agitação suave, à 
exceção dos 2 últimos passos. 
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Lavagem das membranas e deteção 
 
1.  Lavar a membrana duas vezes, 5 min com solução de lavagem I à temperatura 
ambiente. 
Solução de lavagem I: SSC 2x; SDS 0,1 % 
2. Lavar a membrana duas vezes, 15 min com solução de lavagem II à 
temperatura de hibridação (aquecer previamente a solução). 
Solução de lavagem II: SSC 0,5x; SDS 0,1 % 
3. Lavar 5 minutos com tampão de ácido maleico. 
Tampão de ácido maleico: ácido maleico 0,1 M; NaCl 0,15 M (pH 7,5) 
4. Incubar 30 min em solução bloqueadora para bloquear a membrana (1 ml 
blocking reagent: 9 ml ácido maleico). 
5. Diluir anti-DIG AP conjugante (1:5000) em solução bloqueadora. 
6. Incubar a membrana em solução de anticorpo durante 30 min. 
7. Lavar duas vezes, 15 min em tampão de ácido maleico. 
8. Preparar solução corante (200 μl NBT/BCIP em 10 ml de tampão de deteção). 
Tampão de deteção: Tris-HCl 0,1 M; NaCl 0,1 M; MgCl2 50 mM. 
9. Lavar 5 min em tampão de deteção. 
10. Incubar a membrana em solução corante no escuro. 
11. Parar a reação lavando a membrana com dH2O estéril ou TE. 
 
11. Construção de uma biblioteca de mutantes 
Para a construção de uma biblioteca de mutantes de inserção aleatória foi utilizado 
o kit comercial EZ-Tn5 <KAN-2> Tnp (Epicentre®). A técnica utilizada tem como princípio 
a inserção do complexo estável transposão-transposase que contém o gene de 
resistência à canamicina Tn903 (KanR). O complexo é ativado por Mg2+ intracelular e o 
transposão é inserido aleatoriamente no DNA genómico do hospedeiro, posteriormente 
as células que incorporarem o transposão serão mutantes nulos no gene que foi alvo de 
inserção (Li et al., 2007a; Lin et al., 2009). O protocolo pressupõe a aplicação de um 
pulso elétrico às células eletrocompetentes, com o objetivo de serem criados poros 
temporários na membrana plasmática permitindo que o DNA possa atravessar a 
bicamada lipídica (Lofblom et al., 2007). 
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11.1 Preparação de células eletrocompetentes  
A preparação das células eletrocompetentes foi efetuada de acordo com 
procedimentos anteriormente descritos (Li et al., 2007a; Lofblom et al., 2007). 
Resumidamente, a estirpe foi inoculada em meio LB como descrito anteriormente, e 
incubada a 30 °C a 180 rpm até atingir o final da fase exponencial, com uma densidade 
ótica a 600 nm de aproximadamente 0,9 (DO600 ≈ 0,9), determinado através da 
realização de uma curva de calibração. A preparação das células obtidas envolveu os 
seguintes passos: 
 
Preparação de células eletrocompetentes 
 
1. Centrifugar a cultura, previamente refrigerada (para parar o crescimento 
celular), a 8000 rpm e a 4 °C durante 10 min (usar 4 tubos de centrifuga de 25 
ml).  
2. Remover o sobrenadante com cuidado e ressuspender os 4 pellets num 
volume total de 20 ml de glicerol 10 % refrigerado.  
3. Centrifugar novamente a 8 000 rpm e a 4 °C durante 10 min e rejeitar 
novamente o sobrenadante.  
4. Ressuspender o pellet em glicerol 10 % mas desta vez em 15 ml e centrifugar 
8000 rpm e a 4 °C durante 10 min e por conseguinte remoção do 
sobrenadante.  
5. Ressuspender o pellet em 10 ml de glicerol 10 % e centrifugar novamente a 
amostra a 8000 rpm e a 4 °C durante 10 min. Remover o sobrenadante com 
cuidado. 
6. Ao sedimento, adicionar 300 μl de glicerol 10 % e ressuspender as células 
cuidadosamente com uma pipeta de 200 μl. 
7. Distribuir 50 μl de células da ressuspensão em microtubos de 1,5 ml para 
posterior utilização. As células devem ser conservadas e armazenadas num Mr. 
Frosty1 (Nalgene), a -80 °C. 
8. Congelar overnight antes de utilizar as células. 
9. As células eletrocompetentes de foram preservadas a -80 °C até á utilização.  
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1Mr. Frosty – unidade de frio com isopropanol, para congelamento rápido de células. 
 
11.2 Eletroporação de células eletrocompetentes 
Esta técnica foi desenvolvida utilizando o equipamento MicroPulser Electroporation 
Apparatus Operating da Bio-Rad, e o procedimento foi realizado tendo em conta as 
instruções fornecidas pela casa comercial. 
 
Eletroporação de células eletrocompetentes 
 
1. Refrigerar tudo previamente antes de utilizar, nomeadamente as cuvetes de 
eletroporação (BioRad) e o suporte do aparelho (BioRad). 
2. Adicionar 1 μl de solução contendo o transposão (20 ng de DNA) a 50 μl de 
células eletrocompetentes, homogeneizar com cuidado e contabilizar 1min.  
3. Com o auxílio de uma pipeta de Pasteur colocar na cuvette de 2 mm e colocar 
no eletroporador. 
4. Selecionar o programa otimizado para E. coli (EC2) no equipamento (BioRad) 
(“pulso” de ≈ 2,5 kV durante ≈ 5 ms). 
5. Adicionar rapidamente 1 ml de meio SOC à cuvete com as células 
eletroporadas.  
6. Transferir as células para um microtubo de 2 ml e incubar a 30 °C, durante 1 h 
a 200 rpm. 
 
11.2.1 Controlo da eletroporação 
 Para determinar se a técnica de eletroporação estaria a funcionar corretamente, foi 
efetuado um controlo com células eletrocompetentes de E. coli. O protocolo 
estabelecido pela casa comercial foi elaborado e programado para estas células, quais 
têm uma elevada eficiência de transformação. O protocolo seguido foi igual ao descrito 
anteriormente.  
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11.3 Seleção e preservação dos mutantes 
 As células eletroporadas são semeadas em meio suplementado com 100 μg/ml de 
canamicina, uma vez que, o transposão possui um gene que codifica para a resistência a 
este antibiótico. Este protocolo foi adaptado para Aeromonas (Li et al., 2007a). Para 
fazer a seleção dos mutantes foram efetuados os seguintes passos: 
 
Seleção dos mutantes 
 
1. Semear, com o auxílio de um espalhador, diferentes quantidades (50 μl, 100 μl 
e 150 μl) de células eletroporadas, de modo a obter colónias isoladas, em 
placas de GSP suplementado com 100 μg/ml de canamicina.  
2. Fazer os devidos controlos com as mesmas quantidades e nas mesmas 
condições, mas utilizando células eletrocompetentes e não eletroporadas, 
ressuspendidas em meio SOC. 
3. Deve ser também realizado um controlo com células eletroporadas e um 
controlo das células eletrocompetentes em GSP sem canamicina. 
4. Incubar todas as placas a 30 °C durante 16-24 h. 
5. Contar as colónias após período de incubação. 
 
11.4 Criopreservação dos mutantes 
Os mutantes obtidos foram preservados em glicerol (20 %), a -80 °C (em microtubo e 
placa Multiwell 96), conforme descrito anteriormente. 
 
12. Caracterização da biblioteca de mutantes 
Para a devida caracterização da biblioteca de mutantes foi necessário efetuar-se a 
verificação da estabilidade da mutação e a avaliação da aleatoriedade das mutações 
como se encontra descrito em seguida.  
 
12.1 Verificação da estabilidade da mutação 
De modo a verificar se a mutação se mantém, foram realizadas 10 passagens em 
meio GSP sem canamicina, e por último os mutantes foram novamente repicados, para 
GSP com 100 μg/ml de canamicina (Li et al., 2007a).  
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É importante referir ainda que, para saber se os mutantes pertencentes à biblioteca 
criada pertencem realmente à estirpe A. hydrophila ATCC 7966 foi amplificado e 
determinada a sequência do gene gyrB (anexo 1) em apenas alguns dos mutantes 
escolhidos aleatoriamente (Yanez et al., 2003). 
 
12.2 Avaliação da aleatoriedade das mutações  
Para avaliar a aleatoriedade da inserção do transposão no genoma da estirpe de A. 
hydrophila em estudo, procedeu-se à deteção por hibridação do gene que codifica para 
KanR, inserido no transposão (EZ-Tn5™ <KAN-2>Tnp Transposome™ Kit da Epicentre®), 
de acordo com o método descrito em seguida. 
Deteção por hibridação 
 
1. Extrair o DNA total de todos os mutantes em estudo como descrito no ponto 4. 
2. Digerir o DNA total de cada um dos mutantes com a enzima de restrição 
adequada de acordo com as indicações descritas no ponto 5. 
3. Separação dos fragmentos de DNA em gel de agarose 0.8 % e tampão TAE 1x. 
4. Corar o gel em EtBr e registar a imagem do gel. 
5. Transferir o DNA para uma membrana de nylon. 
6. Pré-hibridar e hibridar a uma temperatura de 42 °C (devido à presença de 50% 
de formamida) como descrito anteriormente. 
7. Remover a solução de hibridação e guardar a -20 °C para posterior utilização. 
8. Proceder à deteção, como descrito anteriormente. 
 
13. Avaliação fenotípica dos mutantes 
13.1 Determinação da suscetibilidade a antibióticos β-lactâmicos 
Para determinação da alteração da suscetibilidade a antibióticos β-lactâmicos como 
o imipenemo, a cefotaxima e a ampicilina, os mutantes foram expostos a um gradiente 
de concentrações destes antibióticos, determinando-se a respetiva concentração 
mínima inibitória (MIC) (Lin et al., 2009). Apenas os mutantes com fenótipos de 
resistência alterados foram escolhidos para posterior caracterização e identificação. 
A interrupção de um gene específico, que produz uma alteração significativa do valor 
de MIC, para um determinado antibiótico estará, certamente envolvida no mecanismo 
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de resistência, constituindo um importante alvo de investigação, tal como deverá 
desempenhar um papel importante na resistência a agentes antimicrobianos. 
Os valores das concentrações mínimas inibitórias determinados permitiram 
classificar a estirpe nas categorias sensível, intermédia ou resistente de acordo com os 
critérios do CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute)(CLSI, 2006).  
 
Técnica de determinação de MIC pelo método de microdiluição (Multiwell 96) 
 
1. Preparar uma suspensão de 0,5 MacFarland de cada mutante e da estirpe wild-
type, para servir como controlo, em 1 ml de NaCl 0,9 %. 
2. Pipetar para uma placa Multiwell 96 de acordo com o esquema: 
3. Efetuar este passo para cada um dos mutantes e para a estirpe wild-type 
respetivamente. 
4. Deve-se pipetar inicialmente a meio MHB, em seguida o antibiótico e só por 
último a suspensão celular de cada um dos mutantes. Cada um dos poços fica 
com uma concentração de antibiótico diferente. Estas concentrações são: 512 
μg/ml, 256 μg/ml, 128 μg/ml, 64 μg/ml, 32 μg/ml, 16 μg/ml, 8 μg/ml, 4 μg/ml, 2 
μg/ml, 1 μg/ml, 0,5 μg/ml, 0,25 μg/ml e 0,125 μg/ml, dispostas por esta mesma 
ordem. 
5. Incubar durante 16-24 h a 30 °C 
6. Efetuar a leitura da DO a 550 nm, num espectrofotómetro de leitura de placas.  
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13.2 Determinação da formação de Biofilme  
Existe uma variedade de sistemas viáveis para a examinação da formação de 
biofilme, um dos quais é o sistema estático de determinação da formação de biofilme 
em placas Multiwell 96. Este método é útil para avaliar a adesão de bactérias, medindo a 
coloração da biomassa aderente. O protocolo utilizado foi uma versão modificada do 
que foi descrito por Merritt, baseado na quantificação de biofilme por coloração com 
violeta de cristal (Merritt et al., 2011). 
Resumidamente, esta técnica consiste no cultivo de células em placas durante um 
período de tempo desejado sendo em seguida os poços lavados para remover células 
planctónicas. As células restantes, que ficaram aderidas aos poços, são 
subsequentemente marcadas com um corante que permite a visualização do padrão de 
ligação. Este corante de superfície associado também pode ser solubilizado para a 
avaliação semi-quantitativa da formação de biofilme (Burmolle et al., 2006; Merritt et 
al., 2011).  
Neste estudo, a formação de Biofilme foi avaliada na presença de antibiótico, uma 
vez que, gostaríamos de saber qual o comportamento dos mutantes, relativamente à 
wild-type, juntamente com as alterações que eles poderão ter na presença dos 
antibióticos β-lactâmicos em estudo (Kaplan et al., 2012).  
 
Ensaio de Biofilme estático pelo teste do violeta de cristal (Multiwell 96) 
 
1. Realização de um pré-inóculo com antibiótico: inocular uma colónia em 5 ml 
de LB suplementado com antibiótico (1/2 do valor de MIC do antibiótico a 
testar) e incubar overnight a 30 °C e 180 rpm. 
2. Fazer uma diluição de 1:100 do pré-inóculo realizado no dia anterior, num 
microtubo. Ler a DO600 para tentar fazer uma estimativa do nº de células/poço. 
3. Colocar na placa 100 μl em cada poço, realizando 6 réplicas de cada mutante, 
WT e um controlo negativo (poços não inoculados). 
4. Incubar a placa durante 24 h a 30 °C sem agitação. 
5. Transferir o sobrenadante para uma nova placa e ler no leitor de microplacas a 
550-600 nm.  
Material e Métodos 
50 
 
6. Lavar os poços com 200 μl de PBS (1x) e repetir o processo duas vezes. 
7. Remover a totalidade do PBS. 
8. Adicionar 50 μl violeta de cristal 0,1 % (V/V) em água e incubar 15 min à 
temperatura ambiente.  
Nota: Filtrar a solução para eliminar partículas em suspensão.  
9. Remover a totalidade do violeta de cristal. 
10. Lavar os poços com 200 μl de PBS duas vezes.  
11. Remover a totalidade do PBS e deixar secar. 
12. Adicionar 100 μl de etanol 95 % para solubilizar o biofilme e ler no leitor de 
microplacas a 550 nm. 
 
14. Identificação dos mutantes 
14.1 RATE-PCR 
Esta técnica consiste na amplificação aleatória das extremidades do transposão, 
através da realização de 3 reações de PCR. Depois da realização destes foram obtidos 
um conjunto de fragmentos de DNA.  
Resumidamente, no RATE-PCR a primeira e a terceira reação de PCR são realizadas a 
uma temperatura de maior especificidade do primer, não mais de 5 °C a baixo da 
temperatura de melting do primer utilizado (anexo 1). A segunda reação é realizada a 
45°C, o que permite uma amplificação não específica do produto de cadeia simples 
resultante da primeira reação, enquanto que a terceira reação irá amplificar ambos os 
produtos específicos e não específicos resultantes da segunda reação. Este protocolo foi 
adaptado a partir das condições sugeridas pelo fornecedor (Epicentre®). 
As reações de PCR foram efetuadas nas condições descritas anteriormente com 
exceção das condições a seguir indicadas. 
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1ª reação de PCR 
 
       Concentração em stock           Volume 
H2O     ---               11,75 μl 
MgCl2     25 mM    3 μl 
dNTP’s     2 mM    2,5 μl 
Tampão 10x PCR com NH4+  10x    2,5 μl 
Primer Inv-2    10 μM    2 μl 
DMSO     5 %              1,25 μl 
Taq polimerase                  1 U/μl    1 μl 
DNA molde    50-100 ng   1 μl 
Volume final                                                                                         25 μl 
 
O programa utilizado para a 1ª reação foi: 
 Desnaturação inicial de 5 min a 95 °C 
 30 ciclos de Amplificação (desnaturação a 95 °C, 30 seg; 
emparelhamento/anneling a 55 °C, 30 seg; extensão a 72 °C, 3 min) 
 Extensão final de 10 min a 72 °C.  
 
Para a 2ª reação não foi adicionado qualquer reagente, apenas se sujeitou a 1ª 
reação a um segundo ciclo de amplificações em que foram alteradas as condições de 
anneling (45 °C em vez de 55 °C) e de extensão (3 min em vez de 2 min).  
Do mesmo modo, na 3ª reação de PCR utilizaram-se novamente as condições da 1ª 
reação.  
O resultado das 3 reações de PCR é visualizado numa electroforese realizada num gel 
de agarose de 1 % em TAE 1x. 
 
14.2 Deteção do local de inserção  
Os produtos resultantes do RATE-PCR depois de purificados foram sequenciados 
usando os serviços da companhia GATC Biotech AG Laborteam (Konstanz, Germany) e 
utilizando o primer direto (KAN-2 FP-1) fornecido pelo EZ::Tn5 <KAN-2> Insertion Kit 
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(anexo 1). Depois da sequenciação, os locais de inserção do transposão são 
determinados, em comparação com as sequências do genoma de A. hydrophila, 
depositadas nas bases de dados, utilizando a ferramenta bioinformática blastn (NCBI) 
(Altschul et al., 1997). 
 
 
 
  
 
     IV. RESULTADOS E 
DISCUSSÃO
 54 
 
 Resultados e Discussão 
  55 
 
 
1. Construção da biblioteca de mutantes 
Para a construção de uma biblioteca de mutantes de inserção aleatória foi utilizado 
o kit comercial EZ-Tn5 <KAN-2> Tnp (Epicentre®), seguindo um método de mutagénese 
por transposão no genoma de Aeromonas hydrophila CECT 839 (ATCC 7966T). Esta 
técnica foi utilizada em várias bactérias Gram-negativas nos estudos efetuados por 
Hoffman, Li, Lin e Lofblom (Hoffman et al., 2000; Li et al., 2007a; Lin et al., 2009; Lofblom 
et al., 2007). 
 
1.1 Preparação de células competentes e eletroporação 
A preparação de células eletrocompetentes foi estabelecida de modo a facilitar a 
entrada do transposão nas células por eletroporação. Usou-se uma cultura em meio 
liquido no final da fase exponencial de crescimento. Posteriormente, foram realizadas 
múltiplas lavagens com glicerol 10 % estéril (como referido no ponto 11.1 da seção de 
material e métodos), para remover os sais que pudessem interferir com a eletroporação.  
As células eletrocompetentes foram transformadas com o transposão utilizando o 
protocolo de eletroporação baseado no manual do próprio aparelho de eletroporação. 
Foi selecionado o programa desenvolvido para E. coli (EC2) no equipamento (BioRad), e 
as condições utilizadas foram: 2,5 kV/cm e 1000 Ω (em 5ms). No entanto, estas 
condições podem não ser reproduzidas com exatidão, dependendo da qualidade da 
preparação, do tipo de células e até da qualidade da água, podendo ocorrer algumas 
variações que posteriormente poderão ter alguma influência. O processo de 
transformação e produção de mutantes baseia-se na inserção do complexo transposão-
transposase, que é estável na ausência de iões magnésio. O complexo é ativado por 
Mg2+ intracelular e o transposão é inserido aleatoriamente no DNA genómico do 
hospedeiro, posteriormente as células que incorporarem o transposão serão mutantes 
nulos no gene que foi alvo de inserção. Esta técnica constitui uma ferramenta ideal para 
a criação de mutantes, tal como foi já demonstrado para Aeromonas caviae (Li et al., 
2007a) e para Campylobacter jejuni (Lin et al., 2009; Riess et al., 2003). 
Assim, após eletroporação as células foram selecionadas em placas de GSP com 100 
μg/ml de canamicina, uma vez que, o transposão contém um gene de resistência à 
canamicina.  
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De modo a verificar o sucesso deste protocolo foi calculada a eficiência de 
transformação, de acordo com a seguinte fórmula:  
 
                  nº de transformantes obtidos 
      quantidade de DNA plaqueado (μg) 
 
O resultado obtido para 20 ng de DNA utilizado na transformação é de 3.60x103, o 
que sugere uma reduzida eficiência de transformação quando comparada a outras 
bactérias. De acordo com o protocolo do fornecedor (Epicentre), a eficiência de 
transformação, utilizando o mesmo transposão do presente estudo, para Escherichia coli 
é > 105, para Salmonella typhyimurium é > 104, para Proteus vulgaris é > 103 e para 
Pseudomonas spp. é >102, sempre para um volume de 20 ng de DNA utilizado na 
transformação. Este resultado provou que a A. hydrophila, através de um procedimento 
de eletroporação, é passível de manipulação genética de uma maneira semelhante à de 
E. coli, embora com uma eficiência de transformação inferior. O primeiro estudo 
realizado sobre preparação de células eletrocompetentes e transformação de A. 
hydrophila foi realizado por Fengqing and Song (2005) e descreve uma eficiência de 
transformação de 102 CFU/μg DNA a 12.5 kV/cm e 1000 Ω (em 5ms), para um plasmídeo 
com pBBR1MCS (4,7 kb) (Fengqing and Song, 2005).  
Relativamente aos controlos efetuados, não houve crescimento celular, nem nas 
placas com 100 μg/ml de canamicina, onde foram semeadas células não transformadas, 
nem no controlo da estirpe parental, onde esta estirpe foi semeada numa placa com a 
mesma concentração de canamicina. Estes resultados indicam que as colónias 
resistentes à canamicina não eram mutantes espontâneos (Li et al., 2007a). Outro 
ensaio consistiu na transformação de células eletrocompetentes de E. coli, adquiridas 
comercialmente, utilizando o mesmo transposão e seguindo o mesmo procedimento, 
tendo como objetivo comparar a eficiência de transformação (figura 6A). O resultado 
obtido foi de 1,44x105 e está de acordo com o valor esperado, referido anteriormente. 
Como podemos verificar esta estirpe tem uma elevada eficiência de transformação e 
face ao resultado obtido, podemos admitir que o protocolo foi realizado com sucesso. 
Eficiência de transformação: 
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Fig. 6 – Resultados da eletroporação em LB (A) e GSP (B) suplementados com 100 μg/ml de 
canamicina. A – Mutantes de E. coli (kanR), resultantes da eletroporação. B – Mutantes de A. 
hydrophila (kanR), resultantes da eletroporação. 
 
No presente estudo, após eletroporação conseguimos obter um total de 86 
mutantes (48 mutantes de uma primeira eletroporação + 38 mutantes de uma segunda 
eletroporação), selecionados em placas de GSP com 100 μg/ml de canamicina. Na figura 
6B podemos ver uma das placas com alguns mutantes de A. hydrophila pertencentes a 
esta biblioteca. Esta metodologia já foi aplicada em inúmeros estudos, para outros 
microrganismos, que por sua vez terão mais facilidade em adquirir o transposão nas 
suas células, dando origem a bibliotecas representativas do genoma, nomeadamente 
para Pseudomonas aeruginosa (Li et al., 2007a; Lin et al., 2009; Lofblom et al., 2007). 
Uma das razões pela menor eficiência de transformação em Aeromonas pode estar 
relacionada com a expressão de nucleases de restrição por parte das células hospedeiras 
alvo. Está descrito que a expressão de enzimas de restrição constitui um mecanismo 
importante de defesa bacteriana contra DNA exógeno (Arber, 1979).  
Para a construção de uma biblioteca de mutantes não redundante e representativa 
do genoma de A. hydrophila (4121 ORFs) seria necessário a obtenção de cerca de 19000 
mutantes. O número de mutantes (N) necessários, para assegurar que uma ORF com 1 
Kb está representada na biblioteca (para uma probabilidade p > 0,5 %), é estimado pela 
A B 
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seguinte equação: N = [ln(1-P)/ln(1-f)] x6 grelhas de leitura; em que f representa a 
fração do genoma determinada por cada gene (com 1 Kb) (McCann et al., 2011).  
E só a avaliação fenotípica de todos estes mutantes permitiria determinar o 
resistoma completo de A. hydrophila. 
 
2. Caracterização da biblioteca de mutantes 
Para a devida caracterização da biblioteca de mutantes foi necessário verificar a 
estabilidade das mutações obtidas e avaliar a sua aleatoriedade, como se encontra 
descrito em seguida.  
 
2.1 Verificação da estabilidade da mutação 
De modo a verificar se a mutação é estável, foram realizadas 10 passagens em meio 
GSP sem canamicina, seguidas por uma última passagem em GSP suplementado com 
100 μg/ml de canamicina. Todos os mutantes mantiveram o fenótipo de resistência, ou 
seja, preservam o gene que lhes conferia resistência à canamicina, o que indica uma 
estabilidade da inserção do transposão em todos os mutantes (100 %) (Li et al., 2007a). 
Para despiste de eventual contaminação, foram selecionados, aleatoriamente, 
alguns mutantes da biblioteca gerada para amplificação e sequenciação parcial do gene 
gyrB (anexo 1) (Yanez et al., 2003). A análise da sequência permitiu confirmar a sua 
identidade. 
Para confirmar que o fenótipo de resistência à canamicina apresentado pelos 
mutantes é conferido pela inserção do transposão, procedeu-se à amplificação do gene 
de KanR contido no interior do transposão, por PCR. Foram escolhidos aleatoriamente 
alguns dos mutantes resistentes à canamicina, pertencentes à biblioteca, e após análise 
dos resultados, podemos observar que estes produziram uma banda com o tamanho 
esperado (816 pb), que se encontra ausente para a estirpe parental como apresentado 
na imagem de um gel, na fig. 7.  
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Fig. 7 – Eletroforese em gel de agarose dos produtos amplificados por PCR obtidos para 
amplificação do gene de KanR inserido no transposão. MW: marcador de peso molecular em 
pares de bases (pb) (anexo 2); os números representam os diferentes mutantes; WT: wild-type 
(estirpe parental). 
 
2.2 Avaliação da aleatoriedade das mutações 
A aleatoriedade da inserção do transposão foi estudada pela avaliação de 4 
mutantes selecionados aleatoriamente a partir de uma biblioteca de 86 mutantes. Esses 
mutantes selecionados, conjuntamente com a estirpe parental, foram sujeitos à deteção 
por hibridação do gene que codifica para a resistência à canamicina, inserido no 
transposão, de modo a verificar o padrão de inserção do transposão no cromossoma. 
Esta amostragem pareceu-nos significativa, uma vez que, estudos já realizados 
escolheram apenas 11 mutantes de uma biblioteca de 20 000 (Li et al., 2007a). 
O DNA genómico dos mutantes selecionados foi isolado e digerido por a enzima de 
restrição SalI. Foi utilizada esta enzima, uma vez que, esta não corta o gene de 
canamicina que se encontra no transposão. No entanto, no transposão, imediatamente 
a seguir ao gene de resistência, existe uma região que comtempla vários locais de 
restrição para diferentes endonucleases (Polylinker), que inclui uma sequência de 
reconhecimento para SalI, o que permite garantir que esta enzima irá cortar uma única 
vez o interior do transposão, como mostra o esquema da figura 7. Assim, os fragmentos 
obtidos pela digestão com SalI dos mutantes selecionados foram separados por 
1000 
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eletroforese em gel de agarose e transferidos para uma membrana de nylon (Amersham 
HybondTM - N+). A técnica de hibridação usou como sonda o produto de PCR do gene de 
resistência à canamicina, marcado com o sistema DIG de Marcação e Deteção Não-
radioativa de Ácidos Nucleicos (Roche); permitiu detetar bandas individuais de 
tamanhos diferentes em cada um dos perfis SalI dos mutantes testados (Fig. 8) sendo 
que o perfil da estirpe parental não apresentava nenhuma banda. Estes resultados 
sugerem que as inserções ocorreram de forma aleatória no genoma interrompendo 
regiões distintas e individuais (Li et al., 2007a). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 8 – Hibridação dos mutantes. A imagem contém os mutantes selecionados (1, 2, 40 e 41), o 
marcador de pesos moleculares em pares de bases (MW) (anexo 2) e a estirpe parental (WT – 
wild-type). 
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Fig. 9 – Mapa de restrição do transposão EZ-Tn5TM <KAN-2> (1221 pb) (Epicentre). 
 
3. Avaliação fenotípica dos mutantes 
3.1 Determinação da suscetibilidade a antibióticos β-lactâmicos 
A biblioteca de mutantes desenvolvida foi caracterizada relativamente ao seu 
fenótipo de resistência a antibióticos β-lactâmicos, através da determinação da 
suscetibilidade ao imipenemo, a cefotaxima e a ampicilina. O objetivo foi o de 
determinar se estes mutantes apresentavam aumento ou diminuição de suscetibilidade 
aos antibióticos em estudo. Esta avaliação foi estabelecida em ensaios de microdiluição 
em placa, onde os mutantes são submetidos a um gradiente de concentrações de cada 
um destes antibióticos, para ser determinada a respetiva concentração mínima inibitória 
(MIC) (Breidenstein et al., 2008; Lin et al., 2009). 
Após determinação da alteração da suscetibilidade dos mutantes, procedeu-se à 
análise dos respetivos resultados para cada um dos antibióticos em estudo. As 
alterações reprodutíveis de valores de MIC tão pequenas como duas vezes aumentada 
ou duas vezes diminuída foram tidos em conta. No entanto, apenas os resultados para 
os mutantes para os quais podemos confirmar mudanças de forma consistente em pelo 
menos três medições independentes foram tidos em conta. 
O valor de MIC determinado para cada mutante foi comparado, em ensaio paralelo, 
com o valor de MIC obtido para estirpe parental A. hydrophila CECT 839 (sensível à 
cefotaxima e MIC ≥ 512 μg/ml para ampicilina e imipenemo). A leitura dos resultados foi 
realizada num espectrofotómetro de leitura de placas a uma DO de 550nm, após uma 
incubação de 16-24 h a 30 °C. 
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Fig. 10 – Alterações da suscetibilidade ao imipenemo nos mutantes 1-48 (A) e mutantes 49-86 
(B) e a respetiva estirpe parental (WT). Os valores de concentração de antibiótico testados 
variam entre 0,125 e 512 μg/ml de imipenemo. 
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Fig. 11 – Alterações da suscetibilidade à cefotaxima nos mutantes 1-48 (A) e 49-86 (B) e a 
respetiva estirpe parental (WT). Os valores de concentração de antibiótico testados variam entre 
0,125 e 512 μg/ml de cefotaxima. 
 
Os valores dos MICs determinados permitiram classificar os mutantes nas categorias 
sensível, intermédia ou resistente de acordo com os critérios do CLSI (Clinical and 
Laboratory Standards Institute)(CLSI, 2006).  
Como podemos verificar não estão presentes os gráficos correspondentes às 
alterações de suscetibilidade ao antibiótico ampicilina, uma vez que não foram 
detetadas alterações de MIC para este antibiótico, com exceção do mutante 24. A MIC 
obtida para este mutante foi de 8 µg/ml em vez de >512 µg/ml (estirpe parental). 
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Verificou-se também que o mutante 24 manifesta uma reduzida taxa de crescimento na 
ausência de antibiótico. 
Globalmente, a biblioteca de mutantes gerada inclui 43 mutantes com 
suscetibilidade alterada à cefotaxima (22 mutantes) e ao imipenemo (21 mutantes). 
Mais de 50 % da coleção de mutantes não apresenta alterações de suscetibilidade aos 
antibióticos testados. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 12 – Número de mutantes com alteração de fenótipo de resistência aos diferentes 
antibióticos β-lactâmicos (ampicilina, cefotaxima e imipenemo). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 13 – Caracterização da biblioteca de mutantes relativamente ao fenótipo de resistência a 
antibióticos β-lactâmicos. Mutantes sem alteração do fenótipo de suscetibilidade (); Mutantes 
com alteração do fenótipo de resistência a um () ou a uma combinação de antibióticos 
(). Os valores estão expressos em percentagem (%). 
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Através da análise do gráfico representado na fig. 13, podemos verificar que 54 % 
dos mutantes não apresenta qualquer alteração no fenótipo de resistência; 1 % 
apresenta alteração do valor de MIC à ampicilina e ao imipenemo simultaneamente; 3 % 
apresenta alteração de fenótipo para os antibióticos cefotaxima e imipenemo 
conjuntamente e nenhum dos mutantes apresenta alteração cumulativa nos valores de 
MIC à ampicilina e à cefotaxima. Em relação à percentagem de mutantes que apresenta 
uma alteração da suscetibilidade a um único antibiótico, 22 % dos mutantes apresenta 
alteração apenas à cefotaxima, 20 % apresenta alteração ao imipenemo e não foram 
registados mutantes com alteração apenas à ampicilina. 
Se analisarmos o aumento ou diminuição de suscetibilidade para cada antibiótico, 
comparativamente com a estirpe parental, os resultados obtidos permitem a 
identificação de um mutante com aumento de suscetibilidade para ampicilina, 21 
mutantes com aumento de suscetibilidade para imipenemo e 22 mutantes com 
diminuição de suscetibilidade para cefotaxima. Uma grande vantagem deste tipo de 
estudos é que mesmo pequenas alterações na resistência podem ser detetadas. As 
alterações mais relevantes nos valores de MIC foram registadas para o mutante 58, 
relativamente à cefotaxima, correspondendo a um decréscimo de suscetibilidade de 6 
vezes, para o mutante 24, relativamente à ampicilina, com aumento de suscetibilidade 
em 6 vezes, e para o mutante 47, um aumento de suscetibilidade de 10 vezes, 
relativamente ao imipenemo. Os outros mutantes apresentaram aumentos e 
diminuições inferiores. No entanto, tal como já foi referido anteriormente as alterações 
para o dobro do valor de MIC são consideradas dentro do intervalo de erro aceitável 
(Schurek et al., 2008). Os resultados obtidos foram confirmados através da realização do 
ensaio em triplicado. Pequenos aumentos de MIC podem ser indicativos de um genótipo 
com adaptabilidade melhorada a condições de stress, tais como exposição a antibióticos 
(Schurek et al., 2008). 
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3.2 Determinação da formação de biofilme 
Muitas bactérias podem apresentar-se em forma de agregados a uma superfície, 
este comportamento é conhecido por biofilme. Como etapas importantes para a sua 
formação, são descritas as adesões iniciais, passando os microrganismos do seu estilo de 
vida planctónico ao agregado, à formação de microlónias, à maturação e ao 
destacamento de células, regressando por fim ao seu estilo de vida planctónico (Boari, 
2009). 
Para a determinação da capacidade de formação de biofilme dos mutantes, 
pertencentes à biblioteca desenvolvida no presente estudo, foi realizado um ensaio de 
biofilme estático pelo teste de violeta de cristal em placa (Multiwell 96). O ensaio de 
biofilme foi realizado após 24h de incubação a 30 °C sem agitação e tem como objetivo 
determinar se existem alterações na capacidade de formação de biofilme 
comparativamente à estirpe parental. 
A formação de biofilme foi avaliada na presença do antibiótico ampicilina (½ do valor 
de MIC) e o comportamento dos mutantes foi avaliado em relação à estirpe parental 
(Kaplan et al., 2012).  
Após a análise dos resultados podemos verificar que 20 dos 86 mutantes 
apresentam uma relação biofilme/células planctónicas (formação de biofilme) 
significativamente diferente (p <0,001) comparando com a estirpe parental. No entanto, 
apesar de menos significativo que o resultado anterior, 4 mutantes também apresentam 
um resultado significativamente diferente (p <0,01) e outros 4 mutantes apresentam um 
resultado com uma alteração comparativamente com a WT mas com pouco significado 
estatístico (p <0,05). Perante estes resultados (fig. 14) podemos verificar que 28 
mutantes demonstram uma alteração com significado estatístico. 
 
 
 
 
 
 
 Resultados e Discussão 
  67 
 
 
Fig. 14 - Formação de biofilme dos mutantes 1-48 (A), 49-86 (B), calculada por determinação da 
razão Abs550 biofilme / Abs550 células planctónicas. A linha preta representa a formação de 
biofilme da estirpe parental. Os dados são apresentados através da média ± desvio padrão. O 
teste utilizado para determinar a significância estatística da alteração da formação de biofilme 
de cada mutante comparativamente com a WT foi ANOVA, seguido de um teste de comparação 
múltipla Dunnett (* p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001). 
 
Tem-se vindo a verificar a crescente importância do estudo de biofilmes e a sua 
relação com a medicina. A formação de biofilme pode ser detetada em vários implantes 
médicos, tais como cateteres, ancas artificiais e lentes de contacto e, devido à sua maior 
resistência aos agentes antimicrobianos, essas infeções podem muitas vezes ser tratadas 
por remoção do implante. No entanto, este procedimento acarreta consequências para 
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o paciente, como por exemplo aumento do trauma e os custos de tratamento (Licking, 
1999). A ocorrência de infeções causadas por Aeromonas também é um facto, uma vez 
que, quando esta bactéria entra no trato gastrointestinal, irá ser sujeita a uma série de 
etapas levando à formação de biofilme, que por sua vez resultará no aparecimento de 
fatores de virulência, dando origem a uma infeção (Janda and Abbott, 2010). O 
desenvolvimento de biofilme em Aeromonas também pode ser regulado por quorum 
sensing (Lynch et al., 2002). No entanto, a formação biofilme tem uma enorme 
importância na clínica, uma vez que, de acordo com alguns estudos, eles diminuem a 
suscetibilidade aos antimicrobianos (Kaplan, 2011; Mah and O'Toole, 2001).  
Tem sido observado que a resistência aos antibióticos de células em biofilmes é 
aumentada, em comparação com o que é normalmente observado com as células 
planctónicas (Mah and O'Toole, 2001). Pela sua relevância, procedeu-se ao estudo da 
relação entre a alteração da suscetibilidade aos antibióticos e a formação de biofilme 
nos diferentes mutantes. 
 
3.3 Formação de biofilme e resistência a antibióticos  
Se fizermos uma análise conciliando os resultados de formação de biofilme com os 
de resistência a antibióticos podemos verificar que resultam 17 mutantes com alteração 
em ambos.  
Desses 17 mutantes, 4 mutantes (10, 20, 22 e 46) têm aumento de suscetibilidade ao 
imipenemo e aumento da formação de biofilme, 1 mutante (52) tem aumento de 
suscetibilidade ao imipenemo e diminuição da formação de biofilme, 6 mutantes (26, 
28, 29, 41, 49 e 54) têm diminuição da suscetibilidade à cefotaxima e aumento da 
formação de biofilme, 5 mutantes (55, 56, 57, 58 e 70) têm diminuição da 
suscetibilidade à cefotaxima e diminuição da formação de biofilme e 1 mutante (32) tem 
aumento de suscetibilidade ao imipenemo, diminuição de suscetibilidade à cefotaxima e 
ainda aumento da formação de biofilme. 
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Fig. 15 – Representação das alterações dos fenótipos de resistência e capacidade de formação 
de biofilme dos 17 mutantes selecionados. As alterações fenotípicas são expressas por 
comparação com a estirpe parental, em número de vezes de suscetibilidade aumentada ou 
diminuída e capacidade de formação de biofilme aumentada ou diminuída. CTX – cefotaxima; 
IMP – imipenemo; Biof – Formação de biofilme. 
 
De acordo com Kaplan (Kaplan, 2011) e tendo em conta outros estudos previamente 
realizados, as concentrações sub-inibitórias de alguns antibióticos, embora não sejam 
capazes de matar ou inibir o crescimento de bactérias, podem inibir a formação de 
biofilme. Um bom exemplo é o antibiótico azitromicina, que inibe eficazmente a 
formação de biofilme de Pseudomonas aeruginosa, mesmo em reduzidas concentrações 
(Ichimiya et al., 1996; Kaplan, 2011; Wagner et al., 2005). Uma terapia com baixa dose 
de azitromicina não mata a bactéria mas auxilia no melhoramento do quadro clínico 
através da inibição da formação de biofilme. No entanto, o contrário também é viável 
acontecer, a formação de biofilme parece também ser reforçada na presença de alguns 
antibióticos, quando presentes em concentrações inferiores ao valor de MIC (Elliott et 
al., 2010; Hoffman et al., 2005). De acordo com um estudo realizado por Elliot e seus 
colaboradores a exposição a aminoglicosídeos, nomeadamente tobramicina, induz a 
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formação de biofilme em Pseudomonas aeruginosa em pacientes com fibrose quística. 
Verificaram também que a indução de formação de biofilme, pode refletir um 
mecanismo indutível comum de resistência a aminoglicosídeos, durante infeções 
crónicas provocadas por P. aeruginosa, em pacientes com fibrose quística, podendo 
assim representar um alvo terapêutico útil. Futuros estudos serão necessários para 
identificar esse mecanismo, assim como a relação entre a indução de biofilme, a 
resposta à terapia, e exposição prévia a antibióticos (Elliott et al., 2010). 
Um fenótipo de resistência aumentada pode também ser induzido por uma limitação 
de nutrientes, certos tipos de stress, uma densidade celular elevada ou uma combinação 
destes fenómenos (Mah and O'Toole, 2001). Como já foi referido anteriormente, o 
presente estudo tem também como um dos seus objetivos a identificação de genes que 
possam estar envolvidos nestas alterações de fenótipo de resistência.  
Um dos mecanismos de resistência que pode ser induzido pela formação de biofilme 
é a alteração da composição de proteínas de membrana em resposta a agentes 
antimicrobianos. Essa alteração pode resultar na diminuição da permeabilidade da 
membrana das células a esses compostos. Mutações no gene ompB (regulador dos 
genes que codificam as proteínas OmpF e OmpC das porinas da membrana externa) e no 
gene ompF permitiram verificar o aumento da resistência a antibióticos β-lactâmicos em 
E. coli (Jaffe et al., 1982). Estes resultados, indicam que alterações ao nível da regulação 
da expressão de porinas, afeta a resistência intrínseca das bactérias aos agentes 
antimicrobianos. Recentemente verificou-se, também para E. coli, que a expressão de 
ompC e três outros genes (regulados por osmolaridade) aumenta com o aumento da 
formação de biofilme, em comparação com as células planctónicas (Prigent-Combaret et 
al., 1999). De acordo com o que foi referido, sugere-se que um ambiente de stress 
osmótico induz a capacidade das bactérias formarem biofilme. Tendo em conta este 
facto, as condições ambientais dentro do biofilme podem provocar alterações dentro do 
envelope da célula que protege as bactérias dos efeitos prejudiciais dos antibióticos 
(Mah and O'Toole, 2001). No entanto, não podemos afirmar qual a verdadeira razão das 
bactérias que formam biofilme, aumentarem ou diminuírem a sua suscetibilidade a 
agentes antimicrobianos. Como foi referido anteriormente existem vários mecanismos 
que poderão estar a influenciar e o facto de usarmos um antibiótico diferente poderá 
influenciar esta resposta por parte das bactérias. A heterogeneidade ambiental que 
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existe dentro de um biofilme pode também promover a formação de uma população 
heterogénea de células, de tal forma que, os diferentes níveis de resistência podem ser 
expressos em toda a comunidade (Mah and O'Toole, 2001).  
Estudos que relacionem a formação de biofilme e a resistência a antibióticos β-
lactâmicos em Aeromonas deverão ser ainda efetuados, dado que, é uma área ainda 
pouco pesquisada, mas com alguma relevância na clínica. 
 
4. Identificação dos mutantes 
4.1 RATE-PCR 
Para a realização desta técnica procedeu-se à amplificação aleatória das 
extremidades do transposão, através da realização de 3 reações de PCR sequenciais. 
Depois da realização destes foram obtidos um conjunto de fragmentos de DNA.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 16 – Esquema representativo da metodologia RATE-PCR (adaptado do manual do kit da 
Epicentre) 
 
1º PCR, utilização de um único 
primer Inv2 (ou Inv1 – não 
utilizado neste exemplo) 
Temperatura de annealing 
específica 
2º PCR, utilização de um único 
primer Inv2  
Baixa temperatura de annealing 
3º PCR, utilização de um único 
primer Inv2  
Temperatura de annealing 
específica 
Sequenciar com primer KAN-2 FP-1 
(ou KAN-2 RP-1 – não utilizado 
neste exemplo) 
FP1 
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Resumidamente, no RATE-PCR as condições das diferentes reações de PCR 
favorecem ligações inespecíficas do primer utilizado, com o objetivo de gerar produtos 
de PCR que possam conter parte do transposão e parte do gene interrompido (fig. 16). 
Este protocolo foi adaptado a partir das condições sugeridas pelo fornecedor 
(Epicentre®). 
A figura 17 mostra os resultados obtidos por RATE-PCR, de alguns dos mutantes que 
apresentam alteração de suscetibilidade aos antibióticos e da formação de biofilme 
simultaneamente.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 17 – Perfil de bandas resultantes do produto do RATE-PCR. Estão representados os mutantes 
1, 22, 28, 41 e 52. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
22 41 
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4.2 Identificação dos locais de inserção e suas implicações 
Os produtos resultantes das reações de RATE-PCR, depois de purificados, foram 
enviados para GATC Biotech (Germany) para determinação da sequência nucleotídica. O 
primer utilizado na sequenciação KAN-2 FP-1 (anexo 1) – permite selecionar, da 
diversidade de produtos obtidos, apenas fragmentos que contenham uma sequência 
parcial do transposão como podemos verificar na figura 16. As sequências obtidas 
permitiram identificar os locais de inserção do transposão consequentemente, 
identificar as ORF interrompidas, por comparação com o genoma de A. hydrophila, 
utilizando a ferramenta bioinformática blastn (NCBI) (Altschul et al., 1997). Os 
resultados encontram-se na tabela seguinte (tabela I). 
 
Tabela I: Identificação dos mutantes por transposão em A. hydrophila, com alteração 
dos fenótipos de suscetibilidade aos antibióticos β-lactâmicos e capacidade de formação 
de biofilmes. [↓diminuição ou ↑ aumento da suscetibilidade (a CTX ou a IMP) ou da 
formação de biofilme].       
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Mutantes 1 2 41 52 
Gene 
interrompido 
AHA_3907 AHA_2998 AHA_2902 AHA_3906 
Produtos do 
gene 
Proteína hipotética conservada 
Proteína reguladora de 
transcrição, terminal C 
GDP-manose 4,6-desidratase ATPase, família AFG1 
Fenótipo / 
Biofilme 
Diminuição da suscetibilidade a CTX 
Diminuição da suscetibilidade 
a CTX 
Diminuição da suscetibilidade a CTX e 
aumento da formação de biofilme 
Aumento da suscetibilidade a IMP e 
diminuição da formação de biofilme 
Interações 
 
 
 
 
Contexto 
genómico 
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4.2.1 Mutante 1 
Os resultados da análise da sequência obtida para o mutante 1 permitiram confirmar 
que o gene interrompido codifica para uma proteína hipotética conservada, designada 
por DUF1043, cuja função ainda não está caracterizada. Assim, para tentar compreender 
o efeito desta proteína no mecanismo de resistência de A. hydrophila, procedeu-se ao 
estudo das suas interações com outras proteínas (tabela I).  
Uma análise detalhada, através da ferramenta bioinformática Smart (Letunic et al., 
2012), permite identificar uma interação com a proteína ZipA, que por sua vez, interage 
com a proteína FtsZ. ZipA e FtsZ são proteínas envolvidas no processo de divisão celular 
e foi estabelecida relação com a resistência a antibióticos (Méndez-Vilas, 2010). Barbati 
e seus colaboradores desenvolveram um estudo com mutantes, com o intuito de 
estudar a interação entre proteínas de divisão celular. Este estudo demonstrou que a 
interação entre duas proteínas de divisão celular resultou na sensibilidade a antibióticos, 
ao passo que a perda dessa interação confere resistência à estirpe bacteriana em estudo 
(Barbati et al., 2010). 
Nestes últimos 10 anos, vários inibidores naturais ou sintéticos da proteína FtsZ ou 
do complexo FtsZ-ZipA foram identificados. Embora não seja conhecido se estes 
compostos podem ter ou não uma aplicação médica, dados fornecidos por Vollmer 
confirmam a hipótese de que estas proteínas representam um excelente alvo 
antibacteriano (Vollmer, 2006). Ensaios realizados em células para a deteção de 
inibidores da divisão celular, bem como ensaios de FtsZ GTPase levaram à identificação 
de vários compostos que inibem a polimerização de FtsZ, bloqueando a divisão celular 
das bactérias. Esses inibidores, para além de poderem ser ferramentas valiosas para a 
pesquisa básica, podem também levar à descoberta de novos agentes terapêuticos 
contra bactérias patogénicas. De acordo com Vollmer, já foram descobertas substâncias 
que inibem a atividade da GTPase de FtsZ e apresentam atividade antimicrobiana 
(Vollmer, 2006). 
Relativamente ao contexto genómico (tabela I), podemos verificar que a ORF a 
jusante da mutação (AHA_3908) codifica para uma DegQ protease (protease serínica, 
que parece estar envolvida na reciclagem de proteínas produzidas em resposta ao 
stress) e deste modo seria relevante saber se a transcrição deste gene se encontra 
afetada pela mutação na ORF anterior (AHA_3907). Um estudo efetuado com a 
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ferramenta bioinformática Softberry, permitiu fazer uma previsão da presença de 
regiões promotoras. Foi possível detetar uma potencial região promotora, o que pode 
significar que a transcrição do gene DegQ não é afetada pela mutação. 
 
4.2.2 Mutante 2 
Relativamente ao mutante 2, foi possível identificar que o gene interrompido 
codifica uma proteína reguladora de transcrição.  
As bactérias possuem diversas redes de transdução de sinal que regulam a 
transcrição de vários genes (Stock et al., 2000). Estas redes são constituídas por 
proteínas reguladoras que contém domínios capazes de interagir entre si para processar 
a informação e produzir a resposta apropriada aos estímulos ambientais (Stock et al., 
2000). A expressão dos genes ficará alterada conforme a sua resposta, se a alteração for 
localizada, estamos por exemplo na presença da indução de um gene de resistência a 
um antibiótico específico (White, 2000). Independentemente da resposta são 
necessários processos que reconheçam os sinais ambientais e os transmitam para os 
sistemas responsáveis pela resposta. O mecanismo de sinalização mais simples e melhor 
caracterizado é conhecido como sistema de dois componentes, como é o caso do 
sistema de dois componentes descrito anteriormente para β-lactamases denominado 
sistema BlrAB (Hakenbeck and Stock, 1996; Stock et al., 2000; Tayler et al., 2010).  
A regulação da atividade da proteína reguladora, corresponde à mutação 
identificada para o mutante 2, é realizada por um sistema de dois componentes de 
transdução de sinal, onde ocorre fosforilação da proteína reguladora, que permite que 
as bactérias possam detetar e responder a sinais externos, adaptando-se a uma ampla 
gama de ambientes, condições de stress e de crescimento. Estes sistemas são uma das 
principais modalidades de sinalização bacteriana (Stock et al., 2000). Uma vez que, ainda 
não foram descritos em seres humanos, esta classe de moléculas tem sido sugerida 
como um alvo importante para o desenvolvimento de novos agentes antibacterianos e 
antifúngicos (Barrett and Hoch, 1998; Stephenson and Hoch, 2002). O sistema de dois 
componentes de transdução de sinal é composto por um sensor que monitoriza um 
parâmetro ambiental, e um regulador de resposta citoplasmático, que altera a 
expressão genética ou movimento celular em resposta às modificações ambientais 
(Stock et al., 1989). Este sistema contém uma histidina-cinase, que em resposta a um 
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sinal ou estímulo, autofosforila-se num resíduo de histidina específico. Por sua vez, o 
regulador de resposta, que recebe o grupo fosforil da histidina-cinase, fosforila num 
resíduo de aspartato específico (Hakenbeck and Stock, 1996; Kofoid and Parkinson, 
1988). A fosforilação do regulador de resposta modifica a sua atividade catalítica e 
capacidade de interação com outras proteínas e com DNA (Lukat et al., 1992). Em 
muitos casos, a fosforilação permite ao regulador de resposta ligar-se ao DNA e 
funcionar como um fator de transcrição (Galperin et al., 2001). Vias de dois 
componentes de sinalização demonstraram ser eficazes na resposta a uma grande 
variedade de estímulos, incluindo açúcares, péptidos, antibióticos, e sinais de quorum-
sensing (Steeg et al., 2003). 
Existem várias famílias de reguladores de transcrição descritas, sendo a OmpR 
(regulador de resposta citoplasmática) uma das famílias melhor caracterizadas (Perez-
Rueda and Collado-Vides, 2000). 
A OmpR é uma proteína da A. hydrophila, que regula a expressão de porinas da 
membrana externa das bactérias entéricas, pertence a uma sub-família de reguladores 
de resposta, a maioria dos quais funcionam como fatores de transcrição, como referido 
anteriormente (Martinez-Hackert and Stock, 1997). O sinal característico destas 
proteínas de resposta de regulação é a presença de um domínio regulador conservado 
N-terminal que controla a atividade do domínio C-terminal de ligação ao DNA, numa 
reação dependente de fosforilação (Bourret et al., 1990; Itou and Tanaka, 2001; Stock et 
al., 1990). 
As proteínas que são únicas para um determinado microrganismo patogénico, bem 
como essenciais para a sobrevivência da célula bacteriana, servem como potenciais 
alvos terapêuticos para a conceção de medicamentos eficazes contra esse mesmo 
agente patogénico. O facto da proteína OmpR não ocorrer em peixes nem em humanos 
(ou outros animais suscetíveis a infeções causadas por Aeromonas), torna propensa a 
sua utilização como potencial alvo terapêutico para o desenvolvimento de antibióticos 
contra A. hydrophila (Chhabra et al., 2012). 
Tem sido sugerido que a produção de CMY-2 (gene que codifica para cefalosporinase 
e está vulgarmente disseminado em plasmídeos) em associação com a perda das OMPs 
(proteínas da membrana externa) mais importantes em E. coli pode aumentar a 
concentração mínima inibitória aos carbapenemos (Lartigue et al., 2007; Liu et al., 2008; 
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Poirel et al., 2004). Um estudo realizado por Oteo e co-autores sugeriu que a associação 
de dois mecanismos de resistência (alterações de OMPs e produção de CTX-M-67) 
estaria relacionado com o fenótipo de resistência a carbapenemos (Oteo et al., 2008). 
No entanto, no presente estudo a interrupção do gene relacionado com a proteína de 
transcrição provocou uma diminuição da suscetibilidade à cefotaxima e de acordo com 
Martinez-Martinez e colaboradores, já foram descritos mutantes deficientes em porinas, 
com maior resistência a cefalosporinas de espectro alargado em bactérias Gram-
negativas (Martinez-Martinez et al., 1996). 
Relativamente ao contexto genómico relativo ao mutante 2 (tabela I), podemos 
verificar que a ORF a jusante da mutação é a AHA_2999. Esta ORF encontra-se numa 
orientação oposta à ORF interrompida no mutante 2. Daí que terão obrigatoriamente 
um promotor diferente, o que pode significar que a mutação em AHA_2998 não afeta a 
transcrição de AHA_2999. 
 
4.2.3 Mutante 41 
Após sequenciação do mutante 41, foi possível identificar que o gene interrompido 
gmd codifica para uma GDP-manose 4,6-desidratase. Como se pode verificar pela 
análise da tabela I, ocorreu uma alteração na suscetibilidade à cefotaxima e na formação 
de biofilme que poderá estar relacionada com o gene interrompido identificado. 
O gene gmd que codifica para uma GDP-D-manose desidratase foi descrito como 
pertencente aos genes envolvidos na biossíntese de lipopolissacarídeos (LPS) em P. 
aeruginosa (Lightfoot and Lam, 1993).  
Em bactérias Gram-negativas, os LPS são das principais moléculas estruturais e 
imunodominantes da membrana externa. São constituídos por três porções nas quais se 
encontra inserido o antigénio (Ag) O específico. Este Ag é o componente externo de LPS, 
e consiste num polímero de unidades de repetição de oligossacáridos (Raetz and 
Whitfield, 2002).  
Após sequenciação do cluster do Ag O na estirpe PPD134/91 da A. hydrophila foram 
descobertos genes que codificam para a GDP manose (Zhang et al., 2002). Estes genes 
quando mutados influenciam a expressão do Ag O, e por isso, interferem com o 
processo de adesão, colonização e resistência. A sua expressão está, normalmente, 
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associada a alterações de temperatura, stress ou expressão de virulência por parte da 
bactéria (Jimenez et al., 2008; Merino et al., 1991; Merino et al., 1996). 
Em P. aeruginosa, tem sido proposto que a interação dos LPS com porinas pode 
influenciar a conformação das porinas e o número de poros abertos funcionais (Angus et 
al., 1982). Canais de imipenemo em P. aeruginosa encontram-se na maioria fechados na 
membrana livre de LPS (Ishii and Nakae, 1993). Alterações nas porinas, bem como LPS 
têm sido associadas com o desenvolvimento de resistência a vários antibióticos em 
Burkholderia cepacia (Rajyaguru and Muszynski, 1997). Padrões alterados de LPS e 
quantidades reduzidas de LPS nos mutantes resistentes podem influenciar o número de 
poros abertos disponíveis das porinas dos mutantes (Ghosh et al., 1999). 
 
4.2.4 Mutante 52 
Após sequenciação do mutante 52, e seguindo o mesmo procedimento aplicado para 
o estudo dos mutantes descritos anteriormente, foi possível identificar que o gene 
interrompido correspondia a uma ATPase da família AFG1. A ATPase faz parte de uma 
família de enzimas que catalisam a hidrólise de ATP (adenosina trifosfato) dando origem 
a ADP (adenosina difosfato) e fosfato inorgânico, com libertação de energia.  
Não foi possível identificar uma relação direta desta proteína com a resistência a 
antibióticos, deste modo não foi encontrada nenhuma resposta viável para as alterações 
apresentadas na tabela I.  
Do mesmo modo que para os mutantes anteriores, foi realizado um estudo do 
contexto genómico onde podemos verificar que a ORF que se segue diz respeito ao gene 
rplM. No entanto, também foi detetada uma possível região promotora, o que pode 
significar que a transcrição do gene rplM, que codifica para a proteína ribossomal L13 na 
subunidade 50S, poderá não ser afetada pela mutação em AHA_3906. 
A interrupção de um gene específico, que produz uma alteração significativa do valor 
de MIC, para um determinado antibiótico estará, certamente envolvida no mecanismo 
de resistência, constituindo um importante alvo de investigação, tal como deverá 
desempenhar um papel importante na resistência a agentes antimicrobianos. Deste 
modo, o estudo do resistoma, que compreende todos os genes que quando se 
encontram mutados, dão origem a uma suscetibilidade alterada, é fundamental para 
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compreendermos e identificarmos todos os genes envolvidos na resistência, ainda por 
descobrir.  
 
5. Considerações finais 
O presente estudo apresenta, pela primeira vez, a formação de uma biblioteca com 
quase 100 mutantes para Aeromonas hydrophila. Até aqui, ainda não tinham sido 
realizados estudos sobre mutagénese, particularmente para esta estirpe, com sucesso. 
Embora já haja estudos nesta área sobre Aeromonas, nenhum foi direcionado para o 
estudo da resistência a antibióticos. É importante referir que, apesar de não termos 
identificado todos os genes envolvidos na alteração da suscetibilidade aos antibióticos 
em estudo, e na formação de biofilme, conseguimos desenvolver mutações 
interrompendo genes específicos que promovem alterações na suscetibilidade a 
antibióticos β-lactâmicos. Contudo o trabalho aqui desenvolvido é de extrema 
importância para a realização de futuros estudos que o poderiam complementar. A 
sequenciação, identificação de todos os genes interrompidos desta biblioteca de 
mutantes e o estudo de todos os mecanismos aqui envolvidos, seria essencial para 
expandir o conhecimento do resistoma de A. hydrophila, proporcionando novas 
perspetivas nas suas respostas a β-lactâmicos e na regulação da formação de biofilme. 
No entanto, como conseguimos verificar, os genes identificados neste estudo poderão 
ter alguma relevância na clínica, e dar origem a novos alvos terapêuticos. 
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A realização deste trabalho permitiu identificar novos determinantes genéticos, 
envolvidos na regulação do mecanismo de resistência a antibióticos β-lactâmicos e na 
formação de biofilme, embora não diretamente, a partir da criação de uma biblioteca de 
mutantes para Aeromonas hydrophila CECT 839. Os determinantes genéticos 
identificados, poderão constituir novos alvos de aplicação terapêutica. 
 
Podemos retirar também as seguintes conclusões: 
 Foi possível a criação de uma biblioteca de mutantes com apenas 86 mutantes 
resistentes à canamicina, através da técnica de mutagénese aleatória por 
transposão, o que revela uma reduzida eficiência de transformação para a 
Aeromonas hydrophila; 
 A partir da caracterização da biblioteca de mutantes conseguiu-se verificar a 
estabilidade das mutações, e comprovar que as mutações foram únicas e 
inseridas aleatoriamente no genoma em locais diferentes; 
 A avaliação fenotípica dos mutantes demonstrou que existem 17 mutantes com 
alteração de suscetibilidade a antibióticos β-lactâmicos e alteração da formação 
de biofilme em simultâneo: 5 mutantes mostraram aumentar a suscetibilidade 
ao IMP, 11 apresentaram diminuição da suscetibilidade à CTX e 1 mutante 
mostrou aumento da suscetibilidade ao IMP e diminuição da suscetibilidada para 
CTX em simultâneo, comparado com a estirpe parental. 
 Foi possível a identificação de 4 determinantes genéticos que poderão estar a 
contribuir para os fenótipos de resistência a β-lactâmicos e a formação de 
biofilme: uma proteína reguladora da transcrição, uma ATPase, uma GDP-
manose 4,6-desidratase e uma proteína hipotética com função desconhecida, a 
partir da determinação do local de inserção do transposão.  
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  Este trabalho tinha como principal objetivo o estabelecimento de um protocolo e a 
otimização das suas metodologias que permitissem criar uma biblioteca de mutantes de 
inserção por transposão, em Aeromonas hydrophila. Consequentemente, foi possível a 
caracterização da coleção de mutantes obtidos, relativamente aos fenótipos de 
suscetibilidade a antibióticos β-lactâmicos, permitindo a identificação de determinantes 
genéticos potencialmente envolvidos nos mecanismos de regulação deste tipo de 
resistência antimicrobiana. Tendo em conta os resultados preliminares, é agora 
necessário o isolamento das ORFs identificadas para testar se a alteração de fenótipo de 
resistência é resultado de um único gene (ORF interrompida em cada um dos mutantes) 
ou se, pelo contrário, é produto da sinergia de diferentes genes. Deste modo, como 
trabalho futuro, seria pertinente clonar e expressar cada um dos genes identificados 
para melhor caracterizar a sua função nos mecanismos de regulação da resistência aos 
antibióticos β-lactâmicos. 
 Este estudo também permitiu relacionar a suscetibilidade dos mutantes aos 
antibióticos com a sua capacidade de formação de biofilme. Neste sentido, no futuro, 
seria interessante, avaliar a função das ORFs associadas a alterações fenotípicas de 
resistência, na sinalização entre microrganismos, já que Quorum-sensing é o mecanismo 
de comunicação microbiana intimamente relacionado com os biofilmes. 
Para complemento, poder-se-á considerar a proteómica com estratégia para avaliar a 
expressão diferencial de proteína entre os mutantes obtidos e a estirpe parental, o que 
permitirá identificar proteínas cuja expressão é afetada pela mutação, ou seja novas 
moléculas relevantes em termos de resistência antimicrobiana.  
Estas são só algumas possibilidades de investigação futura, uma vez que, o trabalho 
desenvolvido, foi apenas o primeiro passo de uma longa jornada para o conhecimento 
dos mecanismos de resistência. 
Para além do exposto, a coleção de mutantes gerada pode ser ampliada e 
considerada, não só para investigação no âmbito da suscetibilidade a agentes 
antimicrobianos, mas também para estudos que visem a caracterização da espécie A. 
hydropila em outras vertentes, como a virulência, a tolerância a metais ou 
desinfetantes, entre outras.   
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Anexo 1 
 
Tabela II – Oligonucleóticos usados neste estudo 
 
Par de primers Sequência (5’-3’) Referência 
gyrB3F 
gyrB14R 
TCCGGCGGTCTGCACGGCGT 
TTGTCCGGGTTGTACTCGTC 
(Yanez et al., 2003) 
KanF 
KanR 
ATGAGCCATATTCAACGGGAA 
TTAGAAAAACTCATCGAGCAT 
(Li et al., 2007a) 
Inv-2 GAACTTTTGCTGAGTTGAAGGATCA Epicentre® 
Kan2-FP1 ACCTACAACAAAGCTCTCATCAACC Epicentre® 
 
 
Anexo 2 
 
Fig. 17 - Marcador de peso molecular Gene Ruler TM DNA Ladder MIX (Fermentas) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
